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L'os est un tissu dynamique qui est en constant renouvellement grâce au 
partenariat entre les ostéoclastes et les ostéoblastes. Son renouvellement est assuré 
par le processus de remodelage qui repose sur l' équilibre entre deux phases : la 
résorption et la formation osseuse. La résorption est assurée par les ostéoclastes et 
consiste en la dégradation de la matrice minéralisée de l' os qui sera ensuite reformée 
par les ostéoblastes. Si un déséquilibre entre ces deux phases favorise la résorption, 
on observe le développement de l' ostéoporose. Il s'agit d ' une maladie caractérisée 
par une diminution de la masse osseuse et une détérioration de la microarchitecture de 
l' os. Ces dix dernières années, des études ont suggéré que la parathormone (PTH), 
bien connue comme une hormone stimulant la résorption de l' os en cas 
d '.hypocalcémie, peut également avoir un rôle anabolique au niveau de la formation 
osseuse. Toutefois, les mécanismes d ' action de la PTH et sa signalisation 
intracellulaire ne sont pas totalement connus, ce qui limite le potentiel possible des 
traitements à base de PTH pour contrer l'ostéoporose. La signalisation des récepteurs 
PTH est généralement associée à la production d'adénosine monophosphate cyclique 
(AMPc) et à un influx de calcium qui agissent comme seconds messagers. Dans les 
ostéoblastes, les canaux responsables de l'influx induit par la PTH n' ont jamais été 
caractérisés. Des résultats non publiés de notre laboratoire montrent que la PTH 
stimule l' ouverture des canaux de la famille« transient receptor potential vanilloid » 
(TRPV), et induit ainsi un influx de calcium dans les cellules de la lignée 
ostéoblastique MG-63. Le but de mon projet était de confirmer les résultats 
préliminaires concernant les effets ostéo-anaboliques de la PTH et de déterminer le 
mécanisme d ' activation des canaux TRPV par la PTH et son impact sur les fonctions 
de la lignée ostéoblastique haumaine U20S. Premièrement, l' expression génique des 
récepteurs de la PTH, (PTHlR et PTH2R) a été d ' abord confirmée par RT-PCR. 
Cette technique a aussi mis en évidence l' expression des canaux TRPVl , TRPV2 et 
TRPV4 dans les cellules U20S. Ensuite, les résultats de microscopie confocale ont 
montré que la PTH et la forskoline, un activateur direct de l' adénylate cyclase, 
stimulent l' influx de calcium dans les cellules U20S, ce qui suggère un rôle de la 
voie de signalisation associée à l' AMPc. De plus, cet influx de calcium est renversé 
par un inhibiteur sélectif des canaux TRPVl , le SB366791 , ce qui démontre 
l' implication de ces canaux dans l' influx de calcium induit par la PTH et la 
forskoline. Nos résultats indiquent également que la kinase PKA semble impliquée 
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dans le mécanisme menant à l'infl ux calcique et à l'ouverture de TRPVl . Par ai lleurs, 
notre analyse de la prolifération cellula ire révèle un impact positif de la stimu lation 
des TRPVl par la PTH. En effet, bien que les résultats soient préliminaires, le test 
d ' activité métabolique et de prolifération MTT montre une augmentation de la 
division ce llul aire des U20S en présence de PTH et forskoline . Cet effet est 
partiellement inhibé par l' inhibiteur de TRPVl, démontrant l'importance de l'influx 
de calcium engendré sur la régulation de la croissanc~ des ostéob lastes. Pour finir, 
l'éva luation du pourcentage de recouvrement cellulaire après un traitement avec la 
PTH a démontré un impact positif de cette hormone sur la migration des ostéoblastes. 
Cet effet a été renversé par l'inhibiteur des canaux TRPVl , indiquant, une fois de 
plus, l'importance de l'infl ux de calcium engendré sur la régulation de la migration 
des ostéob lastes. Toutefois, contrairement aux résultats précédents, la stimu lation par 
la PTH semble indépendante de la voie de signali sat ion associée à I' AMPc. En 
conclusion, notre étude montre que la PTH st imule un influx de calc ium dans les 
cellules ostéob lastiques humaines U20S par la voie de signalisation associée à 
l' AMPc et à la PKA. Cet influx calcique est véhiculé par les canaux TRPVl et 
confère un effet bénéfique sur la migration et prolifération des cellules. Il reste à 
établir si la stimulation par la PTH influence la différenciation des ostéob lastes et à 
étudier le rôle de ces canaux in vivo. 
Mots clés : ostéoporose, ostéob laste, hormone parathyroïdienne, AMPc/PKA, 
calcium, canaux ca lciques TRPV. 
INTRODUCTJON 
L'ostéoporose est une maladie métabolique qui est caractérisée par une 
détérioration de la microarchitecture de l' os, ainsi qu ' une diminution de sa masse. 
Cette détérioration osseuse compromet la résistance de l' os et entraîne des risques 
accrus de fractures (Santé Canada) . 
L 'ostéoporose provient d ' un déséquilibre entre les processus de résorption du 
tissu osseux, effectuée par les ostéoclastes, et de formation osseuse, réalisée par les 
ostéoblastes (Hadj idakis et Androulakis, 2006). Ces deux processus assurent le 
renouvellement ou remodelage du tissu osseux qui est régulé aussi bien par des 
facteurs locaux que systémiques (Hadjidakis et Androulakis, 2006). La parathormone 
(PTH) est une hormone sécrétée en cas d ' hypocalcémie et agit en tant que facteur 
systémique au niveau des reins, de l'intestin et des os (Marieb et Hoehn, 2005). Au 
niveau rénal , la PTH stimule la réabsorption tubulaire du calcium et la formation de la 
vitamine D active qui permet l' absorption intestinale du calcium (Ward et al. , 2012; 
Lips, 2006 ; Mutgi et Koo, 20 L2). Au niveau osseux, la PTH agit sur les ostéoblastes 
en stimulant l' expression du « Receptor-Activator ofNF-kappa B ligand » (RANKL), 
une protéine membranaire qui va interagir avec les précurseurs ostéoclastiques et 
déclencher leur maturation et activation. Tl en découle donc un"e augmentation de la 
résorption de l' os (Marieb et Hoehn, 2005). Ainsi , la PTH a un effet catabolique sur 
l' os en favorisant la mobilisation du calcium du tissu osseux vers la circulation afin 
de réguler la calcémie (Marieb et Hoehn, 2005). Cependant, les travaux de recherche 
des quinze dernières années ont démontré que cette hormone exerce également un 
effet anabolique sur le remodelage osseux en stimulant la formation d ' os par les 
ostéoblastes (Cranney et al. , 2006). En effet, lorsque la PTH est injectée de manière 
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intermittente à de faibles doses chez des personnes ayant un profil ostéoporotiq ue, 
e lle entra ine une augmentation de la masse osseuse (Cranney et al. , 2006). Plusieurs 
hypothèses ont été émises pour expliquer ce rôle anabolique qui implique des 
mécanismes aussi bien directs qu ' indirects. Tout d'abord , la PTH agirait de manière 
directe en réduisant l' apoptose des ostéoblastes (Schnoke et Midura, 2009), en 
diminuant l' expression de la sc lérotine, une protéine qui inhibe la différentiation des 
ostéoblastes et en induisant l' expression du gène C-FOS qui code pour une protéine 
permettant d ' augmenter la prolifération et la différentiation des ostéob lastes 
(Misiorowski , 20 Il ; Hock, 200 1 ) . D ' autre part, la PTH jouerait auss i un rôle indirect 
sur la formation osseuse en régulant différents facteurs tels que le facteur de 
croissance apparenté à l'insuline (« Insulin-like Growth Factor » ou IGF), un agent 
anabo lique puissant impliqué dans le processus d ' absorption du calcium ainsi que 
dans les processus d'élongation et d'élargissement des os (Misiorowski , 20 11 ). 
Notre laboratoire a récemment montré que la PTH induit une entrée (infl ux) 
calcique dans les ostéob lastes. Cet influx serait véhiculé par les canaux de la fami lle 
TRPV, qui font partie de la superfam ille des canaux cationiques « transient receptor 
potential » (TRP), intervenant dans plusieurs fonct ions homéostatiques cellul aires 
(Ni lius et al. , 2007). Par ai lleurs, les TRPV sont modulés par le calcium et modulent 
eux-mêmes la concentration de calcium intracellulaire (Yu et al. , 2005). Ce dernier 
est un second messager impliqué dans plusieurs cascades de signali sation menant à la 
régulation de diverses fonctions cellulaires telles que la prolifération et la migration 
(Macrez et Mironneau, 2004). Ces deux dernières fonctions sont très importantes au 
niveau osseux car elles maintiennent 1' intégrité des os. 
Étant donné le rô le anabolique de la PTH dans le métaboli sme osseux, il est 
important de mieux connaitre la ou les voie(s) de signalisation qui lui est/sont 
assoc iée(s) afin d'identifier une nouvelle cible pour augmenter la formation et la 
régénération du tissu osseux. Nos résultats préliminaires mettent en évidence le rôle 
du calcium comme un second messager de cette voie de signal isation dans les cellules 
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ostéoblastiques humaines MG-63. Nous voudrions confirmer ces résultats dans un 
deuxième modèle cellulaire humain, en utilisant la lignée ostéoblastique U20S. Cette 
dernière étape est impot1ante car les cellules MG-63 sont issues d ' un ostéosarcome, 
ce qui signifie qu ' elles peuvent avoir un phénotype et un génotype pat1iculiers qui 
diffèrent des ostéoblastes sains. Ainsi, une fois les résultats confirmés, nous pourrons 
documenter les mécanismes impliqués dans la régulation de la concentration 
intracellulaire de calcium par l' étude des canaux calciques. La voie de signalisation 
de la PTH est généralement associée à l' AMPc et à l' activation de la kinase PKA 
(Swarthout et al., 2002). Notre projet a comme objectifs de vérifier l' implication de la 
voie de signalisation AMPc-PKA dans l'ouverture des canaux calciques et d'évaluer 
1' impact de cet influx calcique sur les fonctions ostéoblastiques telles que la 
migration et la prolifération. 
_ _j 

CHAPITRE I : ÉTAT DES CONNAISSANCES 
1.1 L 'ostéoporose 
L 'ostéoporose est une maladie métabolique caractérisée par une faible masse 
osseuse et une détérioration micro-architecturale du tissu osseux. Cette maladie est 
associée à une fragilité des os ainsi qu'à un risque accru de fractures (Santé Canada). 
Selon les données de l' organisme Santé Canada, « environ une femme sur quatre et 
un homme sur huit de plus de cinquante ans souffrent d ' ostéoporose », soit 1,4 
millions de canadiens. Plusieurs facteurs contribuent au développement de 
l' ostéoporose et la cause la plus commune est un déséquilibre au niveau du processus 
physiologique qui est responsable de l' intégrité de l' os, soit son remodelage. Celui-ci 
assure le maintien d'une masse osseuse adéquate en préservant l' équilibre entre la 
phase de résorption-dégradation de l' os et celle de formation osseuse (Hadjidakis et 
Androulakis, 2006). C' est lorsque la phase de résorption prend le dessus que 
l' ostéoporose apparait. Ce déséquilibre peut être dû entre autre à une sénescence 
précoce des cellules formatrices de l'os, à une perte de leur prolifération et de leur 
différenciation, ainsi qu'à une diminution du « pool » des cellules souches (Marie et 
Kassem, 2011). Par ailleurs, la dysfonction des cellules responsables de la résorption 
et 1 ' augmentation de la dégradation osseuse peuvent aussi être en cause (Khosla et 
Roggs, 2005) . Il existe d'autres facteurs indirects qui sont également responsables de 
l' évolution de cette maladie. En effet, les femmes ménopausées sont plus touchées 
que les hommes en raison de la baisse des œstrogènes dans leur organisme (Santé 
Canda). De plus, le mode de vie, le tabagisme et 1 'alimentation par exemple jouent un 
rôle considérable dans la progression de 1' ostéoporose (Marie et Kassem, 20 Il). Le 
nombre de personnes atteintes de cette maladie n' est pas près de baisser considérant 
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le vie illissement de la populati on et les habitudes de v ie de plus en plus sédenta ires. 
A ins i, les coûts re lati fs à l' ostéoporose ne cessent d ' augmenter et il est très important 
de mi eux comprendre les processus phys io logiques et mo lécula ires modulant le 
métabo lisme du ti ssu osseux, dan s le but de prévenir l' ostéop orose et de la so igner 
effi cacement à l' a ide de stratég ies bien ciblées. 
1.2 Le métabo lisme osseux 
1.2. 1 Le ti ssu osseux 
L ' os est un ti ssu conj oncti f responsable de plus ieurs fonctions dans le corps 
huma in . Tout d ' abord , il protège les organes v itaux (ex: cage thorac ique) a ins i que la 
moe lle osseuse grâce à sa matrice extrace llul a ire très so lide. De par sa fi xation aux 
musc les, l' os sert également à la locomoti on . E t enfin , le ti ssu osseux j oue un rô le 
métabo lique pui squ ' il permet l' homéostas ie du taux de calcium et de phosphate 
sanguin . En effet, selon les beso ins de l' o rganisme, le ti ssu osseux partic ipe à la mi se 
en réserve ou au re lâchement de ces deux minéraux (Hadj idaki s et A ndroulaki s, 
2006 ; T rouv in et Goeb, 2010). 
La matrice de l' os est di v isée en deux phases : la phase organique et la phase 
minéra le . La première représente 35% de la masse osseuse et est composée de 90% 
de co llagène de type l , une proté ine fibreuse essenti e lle à la structure du ti ssu, e t de 
10% de proté ines non co llagéneuses telles que l' ostéonectine, l' ostéopontine, 
l' ostéocalc ine, la thrombospond ine et des protéoglycanes qui contribuent à la 
cohésion et à la minéra li sation de la matrice (Ducy et al. , 1996) . La partie minéra le de 
la matrice (i.e. 65% de la masse osseuse) se compose majorita irement de cri staux 
d ' hydroxyapatite (3Ca3(P04) 2.(0H)2) , un assemblage de phosphate et de ca lcium qui 
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s'insère entre les fibres de collagène. La minéralisation de la matrice a insi que les 
cristaux d ' hydroxyapatite confèrent au tissu osseux sa flexibilité et sa so lidité (Ducy 
et al., 1996 ; Marieb et Hoehn, 2005). 
Il existe deux types de tissus osseux dans le corps humain : l'os cortical ou 
compact et l' os trabéculaire ou spongieux (Figure 1.1). L ' os cortica l constitue la 
partie externe de toutes les structures squelettiques et représente 80% de la masse 
osseuse, étant ca lcifié et de nature dense. La fonction première de l' os cortical est de 
fournir un support mécanique et une protection des organes . En revanche, l' os 
trabéculaire se retrouve à l' intérieur des os longs, des vertèbres et du pelvis et ne 
représente que 20% de la masse du squelette, mais 80% de la surface osseuse. Son 
rôle principal est de répondre aux besoins métaboliques de l'organisme (calcium) et 
d ' apporter un support important. Malgré leurs différences anatomiques , ces deux 
types de tissu osseux ont une compos ition ch imique simi laire (Aider, 2000). 
L 'os est un organe dynamique dont le tissu est constamment renouvelé grâce au 
remodelage qui repose sur l' équilibre entre le processus de résorption et le processus 











Figure 1.1 Structure d ' un os long (humérus). 
(a) Vue antér ieure d ' une coupe fronta le montrant l' intérieur de l'extrémité proximale, 
l' épiphyse et la diaphyse. (b) Vue tridimensionnelle grossie de l'os spongieux et de 
l' os compact de l' épiphyse (c) Coupe transversale grossie du corps (d iaphyse). Notez 
que la surface externe de la diaphyse est recouverte de périoste alors que la surface 
articulaire de l' épiphyse est recouverte de carti lage hyalin . Figure tirée de Marieb et 
Hoehn, 2005. 
1 .2.2 Les ostéoclastes et le processus de résorption osseuse 
La résorption osseuse est effectuée par les ostéoclastes, de grandes cellules 
multi-nucléées, pouvant atteindre jusqu 'à cent micromètres de diamètre, dérivées de 
la fusion de plusieurs cellules d ' origine myéloïde (Teite lbaum, 2000). Suite à leur 
formation , les ostéoclastes se fixent à la surface de 1 ' os grâce à des intégrines 
spécifiques présentes au niveau de leur membrane plasmique. Ils subissent alors une 
réorganisation du cytosquelette qui permet la formation de structures dynamiques 
appelées podosomes responsables de leur mouvement à la surface de l' os. C ' est 
ai nsi que débute le processus de résorption (Davies et al., 1989 ; Reinholt et al. , 
,-------------- ------- ----·-
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1990). De plus, les ostéoclastes ont une bordure en brosse qui délimite un 
microenvironnement appelé lacune de Howship où débute la résorption de l' os . En 
effet, les ostéoclastes y sécrètent des enzymes lysosomales, telles que la cathepsine 
K , qui dégradent la matrice organique de l' os ainsi que de pui ssants acides, à l ' aide 
de pompes à protons, qui provoquent l' acidification et la solubilisation des cristaux 
d ' hydroxyapatite de la matrice minérale (Vaananen et al. , 2000). 
1.2.3 Les ostéoblastes et la formation osseuse 
Le processus de formation commence suite à la dégradation de la matrice 
osseuse. Cette phase est réalisée par les cellules ostéoblastiques issues de la 
différenciation de cellules souches mésenchymateuses pluripofentes. Ces dernières 
ont également la capacité de se différencier en adipocytes, chondrocytes, myoblastes 
et fibroblastes (Bianco et al., 2001 ). Leur différenciation vers la voie ostéoblastique 
est stimulée par des facteurs de croissance et de transcription comme les protéines 
morphogénétiques osseuses (« bone morphogenetic proteins », BMP) et le « Runt-
related Transcription Factor 2 » (RUNX2) (Yamaguchi et al., 2000). Suite à leur 
différenciation , les ostéoblastes prennent la place des ostéoclastes, qui sont entrés en 
apoptose, et débutent le processus de reconstitution de l' os. D ' abord, les ostéoblastes 
synthétisent et sécrètent des protéines non collagéneuses (i.e. l'ostéonectine, 
l' ostéopontine et l' ostéocalcine) et du collagène de type 1 qui forment la matrice 
ostéoïde non calcifiée qui sera ensuite calcifiée grâce à l' enzyme phosphatase alcaline 
produite par les ostéoblastes (Hadj idakis et Androulakis, 2006). Étant donné cette 
importante synthèse protéique nécessaire à la formation de 1 ' os, les ostéoblastes sont 
dotés d ' un réticulum endoplasmique rugueux et d ' un appareil de Golgi abondants 
(Raggatt et Partridge, 201 0). 
10 
1.2.4 Les ostéocytes 
Lors du processus de format ion osseuse, environ 15% des ostéob lastes 
s'entourent de lamelles de la matrice osseuse et se retrouvent ains i trappés dans 
1' ostéoïde, en devenant des ostéocytes. Les ostéob lastes restants deviennent des 
cellules bordantes de l' os ou entrent en apoptose (Hadjidakis et Androu lakis, 2006) . 
L ' activité fonctio nne ll e des ostéocytes varie selon leur âge. En effet, les « plus 
jeunes » ressemblent d ' avantage aux ostéob lastes mais leur synthèse protéique 
diminue ainsi que de leur volume ce llul aire. Cependant, les ostéocytes « plus vieux » 
accumulent le glycogène dans leur cytop lasme et ont tendance à être localisés plus 
profondément dans les zones calcifiées de l' os (E lmardi et al. , 1990). Ces cellul es 
sont impliquées dans le déc lenchement de la résorption osseuse. En effet, les 
ostéocytes sont reliés entres eux et avec les cellules à la surface de l' os par des 
extensions cytop lasmiques ou canalicu les qui leur permettent de détecter les 
microlésions du tissu osseux et ainsi de sécréter des facteurs afin de recruter les 
ostéoclastes au niveau des sites où un remodelage de l' os est nécessaire (Lanyon, 
1993). Ces canalicules permettent également le passage des nutriments et des déchets. 
Les ostéocytes participent donc au maintien de 1' intégrité du tissu osseux (Marieb et 
Hoehn, 2005) . 
1.2.5 Le remodelage osseux 
Comme indiqué précédemment, le tissu osseux est constamment renouvelé par 
le remodelage qui repose sur le partenariat entr~ les ostéoclastes et les ostéoblastes 
formant l' unité multicellulaire osseuse (« Bone Multicellular Units » ou BMU). Ce 
processus est constitué de quatre phases distinctes (Figure 1.2) : le recrutement et la 
différenciation des pré-ostéoclastes, la résorption qui s ' effectue durant 2 à 3 
Il 
sema1nes, 1' inversion qui correspond au recrutement des pré-ostéoblastes pu1s la 
différenciation de ces derniers (4 à 5 semaines) et enfin la formation qui s ' étale sur un 
période de 4 mois. La première étape débute avec la migration des précurseurs 
ostéoclast iques partiellement différenciés. Leur différenciation et activation 
dépendent du facteur stimulant les co lonies de macrophage (« macrophage colony-
stimu lating factor » ou M-CSF), du ligand du « receptor-activator of NF -kappa B » 
(RANKL) et de l' ostéoprotégérine (OPG). Les ostéoblastes secrètent le M-CSF et sa 
fixation aux récepteurs c-Fms présents sur les précurseurs des ostéoclastes provoque 
la différenciation des monocytes en pré-ostéoclastes (Hofstetter et al. , 1992). À partir 
de ce stade, ces cellules expriment le récepteur « receptor activator of NF-Kappa B » 
(RANK) à leur surface qui lie le RANKL, un membre de la superfamille des « tumor 
necrosis factor » (TNF) exprimé et loca li sé sur la membrane plasmique des 
ostéoblastes . L ' interaction entre ces deux protéines entraine la fusion des pré-
ostéoclastes en cellules multinucléées et l' activation des ostéoclastes, menant ainsi à 
l' acidification, ou autrement dit, à la solub ilisation des cristaux d'hydroxyapatite et à 
la protéolyse de la matrice osseuse (Hsu et al., 1999 ; Hadjidakis et Androu lakis, 
2006) . 
L ' effet de RANKL peut être bloqué par I' OPG, un récepteur so luble 
appartenant également à la fami ll e des TNF qui ag it comme antagoniste de RANKL. 
Il s ' agit d ' une g lycoprotéine sécrétée entre autre par les ostéoblastes qui , en inhibant 
la liaison RANK/RANKL, empêche la différenciation et l' activation des ostéoc lastes, 
menant à leur apoptose (Hofbauer et al. , 2004; S imonet et al. , 1997). Une fois leur 
fonction accomp lie, les ostéoc lastes meurent par apoptose, ce qui marque le début de 
la phase d ' inversion. Cette étape consiste en la préparation de la surface osseuse par 
des macrophages qui lissent le fond de la lacune de résorption pour préparer l ' arrivée 
des ostéoblastes . Simultanément, les macrophages, les facteurs BMP et le 
« transforming growth actor TGF-13 » (TGF-13) libérés de la matrice lors de la 
résorption donnent le signal nécessaire à la prolifération, la différenciation et la 
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migration des ostéoblastes vers la lacune de résorption (Hadj idakis et Androulakis, 
2006 ; Frost, 1996) . Enfin , le remodelage se termine par la format ion d ' un nouveau 
tissu osseux, qui est l' étape la plus longue . Tout d ' abord, les ostéoblastes synthétisent 
la partie organique du tissu osseux en sécrétant le co ll agène de type 1 et les 
peptidoglycanes. Par la suite, il s participent à la minéralisation de la matrice, c ' est-à-
dire au dépôt de cristaux de ca lcium, de phosphate et de pyrophosphate. L ' enzyme 
principalement responsable de cette phase est la phosphatase alca line qui aide à la 
fixation de ces cristaux sur la matrice (Meun ier et al, 2005) . Durant le processus de 
formation osseuse, certains ostéob lastes s' entourent de matrice extracel lulaire et 
deviennent par la suite des ostéocytes . Finalement, la surface de l' os est recouverte 
par des cellul es bordantes qui sont des ostéoblastes dont l' activité métabolique est 
ralentie. Toutefois, ils ont la capacité de redevenir pleinement actifs lorsqu ' il y a 
apparition de microlésions ou de déformations de l' os . C ' est ce qu ' on appe lle la 
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Figure 1.2 Les différentes étapes du remodelage osseux chez un individu sain. 
Le remodelage osseux est initié par l' activation des ostéoclastes qui dégradent l'os et 
créent des lacunes de résorption. La résorption est su ivie d'une étape d ' inversion 
durant laquel le des cellules mononuclées préparent la surface osseuse afin d ' accueil lir 
les ostéob lastes. Par la suite, les précurseurs ostéob lastiques vont envahir la lacune, se 
différencier et entreprendre la formation de la matrice ostéoïde afin de remplir alors la 
cavité de résorption. Ce processus actif est la cib le de plusieurs agents 
pharmaceutiques qui affectent la résorption et la formation de l'os. Abréviations : 
BRU, unité de remodelage osseux ou « bone remodeling unit »; CL, ligne de ciment 
ou « cement line » ; LC, cellu les bordantes ou « lining ce ll s »; OB, ostéoblaste; OC, 
ostéoclaste ; OS, ostéoïde. T irée de Deal, 2009. 
1.2.6 La régulation du remodelage osseux 
Le remodelage osseux est régulé par de nombreux facteurs systémiques tels 
que les glucocorticoïdes, l' oestrogène, la vitamine D (1 ,25(0H)2D3), la calcitonine et 
enfin la PTH. Les glucocorticoïdes sont connus pour leur double rôle au niveau du 
métabolisme osseux. D ' une part, ils participent à la différenciation des pré-
ostéoblastes en ostéob lastes matures et d'autre part ils diminuent aussi leur activité 
(Weinstein et al. , 1998). De plus, les glucocorticoïdes augmentent le recrutement des 
ostéoclastes favorisant ainsi la résorption osseuse et le développement de 
l' ostéoporose (Weinstein et al. , 1998). Par ai lleurs, l' oestrogène stimule la 
prolifération et la différenciation des ostéob lastes et diminue leur apoptose (Okazaki 
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et al., 2002) . L ' œstrogène agit éga lement au n iveau des p ré-ostéoclastes en dimin uant 
leur réponse à RANKL et en augmentant la product ion d ' OPG par les ostéoblastes 
d imin uant leur fo rmati on (S rivastava et al., 200 l ; Kameda et al., 1997) . 
La PTH, la calc itonine et la vitamine D constituent les é lém ents les plus 
importants de la régul at ion du remode lage de par leur rô le dans le ma int ien de la 
ca lcémie. Ces tro is facteurs travaill ent de concert pour le ma intien de l' homéostasie 
ca lc ique (Marieb et Hoehn, 2005 ; F igure 1.3) . Lorsque la calcémi e chute, les 
récepteurs sensibles au calc ium (CaR), p résents sur la membrane des cellules de la 
g lande parathyroïde, captent ce changement et entraînent la sécrétion de PTH. Cette 
hormone de 84 ac ides aminés agit au niveau des re ins, de l' intestin et des os po ur 
ramener la concentration sanguine de calc ium à la normale. Dans les re ins, la PTH 
st imule la réabsorpt ion du calc ium au niveau des tubules di staux en activant des 
canaux ca lc iq ues ainsi que des échangeurs sodium (Na +)/ca lc ium (Ca2+) (B rown et 
MacLeod, 200 1 ; Ward et al., 20 12). La PTH permet la formation de la vitamine D 
sous sa fo rme active, le ca lc itrio l. A ins i, la cho léca lc ifé ro l, sa forme inactive, est 
hydroxy lée une première fo is dans le foie sur le carbone 25 par la 25-hydroxy lase 
donnant a lors la mo lécul e 25-hydroxy-cholécalc iféro l. Par la sui te, cette dern ière 
subira une seconde hydroxy latio n dans les re in s, sur le carbone 1, p ar la 1-a lp ha-
hydroxy lase qui est une enzyme do nt la synthèse est indui te par la PTH (L ips, 2006) . 
Le calc itri o l a ins i fo rmé permet l' absorpti on intestina le du calc ium v ia les canaux 
« trans ient receptor potent ia l vanilloid-6 » (TRPV6) en augmentant l'exp ress ion de ce 
transpotteur calc ique (Mutgi et Koo, 20 12). Toutefo is, la vitamine D act ive peut aussi 
être synthétisée sui te à une réaction photochimiq ue catalysée par les rayons ul tra-
v io lets (UV) ou peut auss i être a pportée sous forme inactive par l' a limentation (Lips, 
2006). Finalement, la PTH entraîne une mobilisation du ca lc ium présent dans le tissu 
osseux . Sa lia ison à un récepteur spécifique à la surface des ostéoblastes stimule la 
synthèse de RANKL menant à la maturat ion des ostéoc lastes et donc à la résorption 
de l' os. Parei llement, cette li a ison di m inue la p roduction d ' OPG, un antagoni ste du 
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lien entre RANKL et RANK (Marieb et Hoehn, 2005) . Le principal opposant de la 
PTH dans la régulation de la calcémie est la calcitonine, une hormone sécrétée par les 
cellules parafolliculaires de la glande thyroïde en réponse à une hypercalcémie. La 
calcitonine est responsable de la diminution de la réabsorption tubulaire du calcium, 
de la baisse de la formation du calcitriol et enfin de l' inhibition de l' activité des 
ostéoclastes (Marieb et Hoehn, 2005). 
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Figure 1.3 Rôle de la calcitonine, de la parathormone et du calcitriol dans 
l' homéostasie du calcium. 
En cas d ' hypercalcémie, la calcitonine sécrétée par la glande thyroïde (1 ), inhibe la 
résorption osseuse (2) ce qui réduit la calcémie (flèches vertes). Inversement, la PTH 
est sécrétée en situation d' hypocalcémie (3) et stimule la résorption de l' os (4) et la 
formation de calcitriol au niveau des reins (5 ; flèches bleues) . Le calcitriol stimule 
l' absorption du calcium au niveau rénal et intestinal (flèches oranges). Figure tirée de 
Tortora et Derrickson, 2009, John Wiley and Sons, lnc. 
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1.3 La parathormone et les vo ies de s igna li sation intracellulaire 
Tel que mentionné précédemment, la PTH joue un rôle aussi bien au niveau 
rénal , intestinal et osseux. Afin d ' agir sur des cellules c ibl es, ce peptide de 84 acides 
aminés doit se lier à un de ses deux récepteurs: PTH1R ou PTH2R. Cette li aison se 
fait entre sa portion N-terminale (prem iers 34 acides aminés) et le segment N-
terminal extrace llul aire du récepteur (Carter et al., 1999 ; Luck et al. , 1999). 
Le récepteur PTH1R, auss i désigné récepteur PTH/PTHrP, a la capacité de 
lier autant la PTH que le peptide apparenté à la PTH : « PTH related peptide » ou 
PTHrp. Ce dernier est un polypeptide présentant 16% d ' homologie dans sa séquence 
en acides am inées avec la PTH. Plus précisément il possède 9 acides am inés en 
commun sur les premiers 13 acides aminés de leur segment N-terminal (Schlüter, 
1999) . Cette homologie permet au PTHrP de mimer l' effet de la PTH dans certains 
tissus (i.e. ostéoblastes, cellules des tubules rénaux) (Nabanita et al., 2009) . 
Toutefois, la différence au niveau des séquences d'acides aminés entre PTH et PTHrP 
souli gne leurs rôles biologiques distincts dans le corps humain . En effet, ces 
polypeptides ont un profil d ' expression qui diffère selon le stade de déve loppement 
de l' organisme. Le PTHrP est principalement sécrété lors de la période fœtale 
puisqu ' il régule le développement endochondral des os. Il peut agir de manière 
paracrine ou autocrine (Karapl is et Kronenberg, 1996). 
Quant au PTH2R, sa séquence d ' ac ides aminés partage 51% d ' homologie 
avec le PTH1R. Leur principale divergence est que ce deuxième récepteur ne possède 
aucune affinité pour le PTHrP. De plus, le PTH2R est connu pour être 
majoritairement exprimé dans le cerveau (Usd in et al. , 1995). 
Les récepteurs de la PTH possèdent 7 domaines transmembranaires et sont 
coupl és à une protéine G trimérique (figure 1.4). Les protéines G sont composées de 
plusieurs sous-unités a , ~ et y, et le type de sous-unité a diffère se lon leur effecteur. 
~----- ----------------
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La sous-unité as stimule l' adénylate cyclase (AC) tandis que la sous-unité aq stimu le 
la phospholipase C (PLC). Dans le premier cas, lors de la stimu lation du récepteur par 
la fixation de la PTH, un changement de conformation se produit au niveau de la 
sous-unité as qui s ' accompagne d ' un changement du GDP (guanosine 5 ' -
diphosphate) en GTP (guanosine 5'-triphosphate). Une fois associée au GTP, la sous-
unité as se dissocie du complexe trimérique et active l' AC (Neer, 1995; Gilman, 
1987) qui catalyse la conversion de l' adénos ine triphosphate (ATP) en adénosine 
3' :5 ' -monophosphate cyc lique (AMPc). Ce dernier ag it comme un second messager 
en activant la protéine kinase A (PKA). En effet, 1' AMPc favorise la dissociation des 
sous-unités régulatrices, ce qui libère les sous-unités catalytiques de la PKA. Ces 
dernières peuvent, par la suite, engendrer différents effets dans la cellule, tant au 
niveau cytosolique qu ' au niveau nucléaire, en induisant la phosphorylation de 
diverses protéines, canaux ioniques ainsi que de certains récepteurs . D ' autre part, une 
fois que ces sous-unités de la PKA pénètrent dans le noyau, elles phosphorylent des 
facteurs de transcription, tels que la protéine « cAMP response e lement-b inding » 
(CREB), et interviennent donc dans la transcription de certains gènes comme C-FOS 
(Simonds, 1999). 
Par ail leurs, la PTH déclenche aussi une seconde voie de signalisation lors de 
sa liaison avec son récepteur. Il s ' agit de celle impliquant la PLC (figure 1.4). Tel que 
précédemment, le GDP est échangé pour du GTP suite à la stimulation et au 
changement de conformation du récepteur qui entraine un échange au niveau de la 
sous-unité aq. Cette dernière active comme effecteur la PLC~ qui est une enzyme qui 
hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en diacylglycerol (DAG) et 
en inos itol 1 ,4,5-triphosphate (IP3) . Le DAG et le IP3 agissent comme seconds 
messagers en activant respectivement la protéine Kinase C (PKC) et en induisant le 
relargage du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique lisse par l' activation 
des canaux IP3R. La PKC phosphoryle différentes protéines dans la cellule, telles que 
le complexe « IkappaB Kinase ~ » (IKK~) responsable de l' activation du facteur de 
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transcription « nuclear factor-kappa B » (NF-KB) impliqué dans la production de 
cytokines et la survie cellulaire (Kadamur et Ross, 20 13). 
Bien que la PTH active deux voies de signalisations distinctes, sa pattie N-
terminale, soit les 34 premiers acides aminés (1-34), possède des spécificités qui 
permettent de stimuler préférentiellement la voie de l' AMPc. En effet, ce sont ces 
acides aminés qui provoquent l' activation du récepteur, et plus précisément c ' est la 
présence des deux premiers dans le peptide qui sont responsables de l' induction de la 
vo ie associée à I' AMPc. La production d ' AMPc entraîne l'activation de la PKA qui 
régule différents processus dans les cellu les tels que la transcription de certains gènes 
ou la concentration de calcium intracellulaire, comme nous a llons le voir ci-dessous 
(Takasu et al. , 1999). 
Figure 1.4 Signa li sation du récepteur PTH/PTHrP (PTHlR). 
Le récepteur commun de la PTH et du PTHrP active deux voies de signali sation 
intracellulaire associées aux sous-unités as et aq des protéines G trimériques. La 
stimulation de la sous-unité as mène à l'activation de l' adénylate cyclase, ce qui 
entraine la production d ' AMPc et l'activation de la PKA. Quant à la sous-unité aq, 
elle stimule la phospholipase C qui clive le PIP2 en DAG et IP3 . Le DAG active 
ensuite la PKC alors que I' IP3 induit un relargage du calcium à partir du réticulum 
endoplasmique lisse. Le signe « défendu » signifie que les deux voies de signalisation 
sont complètement indépendantes l' une de l' autre. Plus précisément, la PKA n'a pas 
d ' effet sur DAG et IP3. Abréviations : PTH : parathormone, PTHrP : « PTH related 
peptide », AC : adénylate cyc lase, PKA : protéine kinase A, PKC : protéine kinase C, 
PLC : phospholipase C, DAG : diacylglycérol , JP3 : inos ito l trisphosphate. Figure 
tirée de Gennero et al. , 2004. 
----------------------------------------------------------------------------------------------------
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1.4 Le calcium 
Le calc ium est un élément chimique essentie l impliqué dans de nombreux 
processus phys iologiques. Il intervient entre autres en tant que second messager au 
niveau de la contraction muscula ire, de la régulation des enzymes, de la divis ion et de 
la mort cellulaire (Macrez et Mironneau, 2004). A insi, la régulation de la 
concentration intracellulaire de ca lcium est primordiale. Sa concentrati on cytoso lique 
est généralement très basse, de 1' ordre de 1-10 nM. En revanche, e lle peut atte indre 
jusqu ' à 100 nM dans le réti culum endoplasmique qui constitue une réserve access ible 
de ca lcium (Macrez et Mironneau, 2004). 
La concentration de calc ium est régulée par plus ieurs processus. Au ni veau de 
la membrane plasmique, on retrouve différents canaux ioniques selon le type 
ce llula ire. Les canaux calciques voltage-dépendants (« Voltage-Dependent Calc ium 
Channe l » ou VDCC) sont généralement présents dans les cellules excitables. 
L ' influx calc ique qu ' ils engendrent influence les fonctions cellulaires et leur rô le est 
bien co nnu dans la transmiss ion de l' influx nerveux. Les canaux Trans ient R eceptor 
Potenti al (TRP) sont quant à eux généra lement insens ibles au voltage et sont 
exprimés dans quas iment tous les types de cellules. Tout comme les VDCCs, l' influx 
de calcium qu ' il s véhiculent permet la modulation de di ffé rentes fo nctions 
dépendamment du type ce llula ire . Il existe également des pompes ca lciques et des 
échangeurs Na+/Ca2+ au niveau de la membrane plasmique qui modul ent l' entrée ou 
la sortie du calc ium des cellul es. Par ailleurs, les cellules possèdent auss i des 
mécanismes de régul ation de ca lcium intracellula ires, notamment au ni veau du 
réticulum endoplasmique. On fa it alors référence aux pompes calciques dites SERCA 
(« Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2+-ATPases ») et au canal IP3 (Parekh et Penner, 
1997 ; Lewis, 1 999). Dans le cas de notre étude, nous nous concentrons sur les 
canaux TRP dans la régulation de l' entrée de calcium dans les ostéoblastes . 
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1.5 Les résultats pré limina ires du laborato ire 
Les résul tats préliminaires d ' un étud iant à la maîtr ise, Jérôme L izotte, 
ind iquent que la PTH ( 1-34) sti mule un infl ux de ca lc ium dans les cellules MG-63 
(F igure 1.5.A). Cet infl ux est bloqué sé lect ivement par un inhibi teur des canaux 
TRPV, le Ruthénium red (RR) (fi gure 1.5.8). Ai nsi , ces résul tats suggèrent 
l' implication de la PT H dans l'acti vation des canaux T RPV. La PTH utili sée dans ces 
expériences éta it la PTH (1 -34), synthétisée à part ir de ses trente-quatre premi ers 
acides aminés. Or, comme expliqué précédemm ent, la présence des deux premi ers 
ac ides am inés permet l' induct ion de la vo ie de signa lisation associée à I' AMPc et à la 
P KA. On peut donc penser que cette cascade ce llula ire est impl iquée dans la 
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Figure 1.5 Effet de l' inhibiteur des canaux TRPV, le ruthénium red, sur 
l' influx ca lcique induit par la PTH. 
Les ce llu les ostéoblast iques humaines MG-63 ont été marquées avec la sonde 
calcique F luo-3AM et ont été transférées dans un mi lieu sans calcium et pré-incubées 
en absence (A) ou en présence (B) d'un inhibiteur des TRPV, le RR 10 fA.M. Les 
mesures de calcium intracel lulaire ont été réal isées au microscope confocal. La PTH 
(1-34) 0,5 fA.M a été ajoutée au mi lieu sans calcium et ensuite du calcium a été ajouté 
afin de déterminer l' influx calcique. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± SD 
provenant de trois expériences indépendantes . Figures tirées du mémoire de Jérôme 
Lizotte, 2012. 
1.6 Les canaux « Transient Receptor Potential » 
1.6.1 Généralités sur les différentes fami lles 
Les TRP forment une superfami lle de canaux cationiques regroupés en 6 sous-
fami lles se lon leur homologie de séquence en acides aminés: TRPC (Canonique), 
TRPV (Vanilloïde), TRPM (Mélastatine), TRPP (Polycystine), TRPML (Muco lipine) 
et TRPA (Ankyrine) (Ciapham et al. , 2005) . Ces canaux sont principalement 
retrouvés dans les cellu les épithélia les mais peuvent être présents dans tous les types 
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ce llul a ires et, se lon le typ e de cellule, leurs stimuli et leurs mécani smes d ' activation 
vari ent. Certa ins canaux sont sensibles à la température, d ' autres à l' osmo larité ou à 
l'o lfac ti on, au goOt, à la v is ion ou encore certa ins sont impliqués dans la perception 
de la douleur (N ilius et al., 2007). Lors de leur activati on, la plupatt des canaux TRP 
(TRPC, TRPV, et TRPM 1, 2 , 3, 6, 7, 8) sont responsables d ' un mouvement de 
ca lcium à l' inté rieur de la ce llul e (processus dés igné influx de ca lc ium), ce qui 
entra ine une augmentation de sa concentration et engendre une multi tude de réponses 
ce llul a ires , comme nous l' avons abordé c i-dessus (Yu et al. , 2005) . Toutefo is, 
certa ins canaux comme les TRM6 sont perméables à d ' autres ions te ls que le 
magnés ium (Mg2+). La plupatt des canaux TRP sont considérés fa iblement vo ltage-
sensibles et non sélecti fs , à l' exception des TRPY5 et TRPV6 qui sont sé lecti fs pour 
le ca lc ium (Yu et al., 2005). 
Par ailleurs, comme le montre la fi gure 1.6, les canaux TRV sont impliqués 
dans plusieurs pathologies (Wu et al. , 201 0). Par exempl e, une dé létion du gène 
TRP VJ a ltère les fo nctions de la vess ie. 
Figure 1.6 
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Résultats de délétions génétiques de TRPV, illustrées par le symbole -/-, signifiant 
une délétion homozygote. La délétion de TRPVJ mène à une réduction de 
l' hyperalgésie . La délétion de TRPV2 mène à une augmentation de la mortalité par 
des infections bactériennes. L ' absence de TRPV3 cause un problème de 
thermosensation et une barrière épidermique défectueuse. L ' osmolarité du corps est 
altérée dans le cas de l' ablation de TRPV4. L' absence des canaux TRPV5 génère un 
problème de réabsorption du calcium au niveau rénal. Et enfin, la délétion de TRPV6 
se traduit par une diminution de la masse osseuse. Figure tirée de Wu et al. , 2010. 
1.6.2 Généralités sur les TRPVI 
La sous-famille des canaux vanilloïdes compte 6 membres, dont les canaux 
TRPV 1. La protéine TRPV 1 se compose de 838 acides aminés et a ses domaines C-
terminal et N-terminal intracellulaires (Caterina et al. , 1997). 
Les canaux TRPV1 partagent une structure formée de 6 hélices 
transmembranaires (formant un tonneau alpha) avec la plupart des canaux TRP, avec 
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un pore a entre les hé li ces 5 et 6 (figure 1.7). On dit que ce so nt des canaux 
tétramères car ils peuvent s ' assoc ier à des membres de la même fami lle et former des 
homo-tétramères ou des hétéro-tétramères. De plus, les canaux TRPV l possèdent six 
répétitions de type ankyrine au niveau de leur portion N-terminale permettant les 
interactions protéine-protéine (Monte il , 2005 ; Minke et Cook, 2002). Ces 
interactions peuvent mener à la phosphorylation ou déphosphorylation de protéines 
cibles ou encore à la li aison du PIP2 qui régu le l' insertion de TRPV I à la membrane 
plasmique ainsi que sa sensibi lité aux différents stimuli (Bevan et al., 2014). 
Les canaux TRPV 1 sont principalement perméables aux ions Ca2+ (Tominaga 
et al., 1998). Ils sont principalement retrouvés au niveau des fibres nociceptives de la 
racine dorsale myélinisées ou non, dans les neurones du gang lions trigéminal et 
inférieur (He lliwe ll et al., 1998 ; Caterina et al. , 2000) . Ces canaux sont importants 
pour la thermosensation/thermorégulation, soit dans la perception sensorie lle d ' un 
stimulus thermal. En effet, les souri s TRPVl (-/-) ont une hyperplas ie thermale 
réd uite suite à une blessure ou une inflammation (Caterina et al., 2000; Davis et al. , 
2000; Bolcskei et al. , 2005) . C ' est d ' ai lleurs ces caractéristiques qui font de ce canal 
une bonne cible moléculaire pour le traitement de la douleur. D ' autre part, TRPV 1 
intervient également dans le fonct ionnement de la vessie (B irder et al. , 2002), dans la 
motilité intestinale (Rong et al. , 2004) et dans 1' inflammation et les maladies reliées 
au système respiratoire (Geppetti et al., 2006) . 
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Figure 1.7 Représentation schématique d ' une sous-unité du canal TRPVl . 
La proté ine TRPYl est composée d ' une région N-terminale cytoso lique et de 6 
domaines transmembranaires (vert) , incluant le pore et une queue C-terminal 
intracellulaire. La région N-termina le conti ent un doma ine qui cons iste en 6 
répétitions d 'anky rines (bleu). Cette protéine possède de multiples sites de régulation, 
notamm ent pour PKC et PKA. Figure t irée de Bourinet et al., 2014. 
1.6.3 Rôle des canaux TRPYl au niveau de l' os 
Au nt veau osseux, les canaux TRPV 1 sont à la fo is exprimés par les 
ostéoblastes et les ostéoc lastes, ce qui suggère un rô le dans le remodelage osseux 
(L ieben et Carme li et, 201 2) . Les études démontrant un lien entre les canaux TRPYl 
et les fonctions ostéoblastiques sont rares. L' équipe de Idris et al. , (2010) a démontré 
que TRPV 1 participe à la di ffé rentiation des ostéoclastes et des ostéoblastes ce qui 
suggère son implication dans l' acqui s ition des fonctions ce llula ires . Par a illeurs, la 
stimulation de TRPVl par la capsaicine augmente le rati o OPG/RANKL dans des 
cultures prima ires d ' ostéoblastes huma in : l' express ion d ' OPG est augmentée alors 
que celle de RANKL est inchangée. Il sembl e donc que l' activation de ces canaux 
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apporte un effet protecteur de l' architecture osseuse (Sooampon et al., 20 13). 
L ' homéostas ie des os repose auss t bi en sur le ca lc ium extracellula ire 
qu ' intracellula ire qui est impliqué dans plusieurs cascades menant à la régul at ion des 
fo nctions ce llula ires. Il a été rapporté que les canaux TRPVI se locali sent également 
au niveau du réticulum endoplasmique et de 1 ' appare il de Go lg i. Leur activation 
permet donc le re lâchement de ca lc ium provenant des réserves intracellula ires et a insi 
la régulation de plusieurs vo ie de signa li sation (Turner et al., 2003). 
Tel que mentionné précédemment, les études fo nctionnelles re liant le 
métaboli sme osseux et les canaux TRPV I sont quas i inexistantes. A ucun artic le ne 
re late une corré lation entre les canaux TRPY 1 et la pro lifération ostéoblast ique. En 
revanche quelques travaux ont été réa lisés sur d ' autres modè les cellul a ires te ls que les 
ce llules de la prostate, les cellul es endothélia les, épithé lia les, les ce llules des vo ies 
aéri ennes, les neurones ou encore les kéatinocytes (More il i et al., 2014 ; Hofman et 
al., 2014 ; Takahashi et al. , 2014 ; Z hao et al., 20 14 ; Stock et al. , 201 4 ; Den da et al., 
201 0). Toutes ces études démontrent une st imulati on de la pro li fé rati on cellula ire via 
l' activation de TRPV I . L ' entrée de ca lc ium dans ces cellules entraîne l' express ion de 
gènes c lés menant à une augmentation du pourcentage de cellul es en phase S/G2M 
dans le cyc le cellul a ire . La seule exception est au ni veau des précurseurs neuronaux 
où le rô le de TRPVl sembl e être antipro li fé rati f. 
Pare illement, aucune étude ne mo ntre de lien entre les canaux T RPV 1 et la 
migration des ostéoblastes. To utefo is, que lques travaux ont démontré qu ' un influx de 
ca lc ium éta it nécessa ire pour la migration cellul a ire (Scwab et al., 2007 ; Komuro et 
Rakic, 1998 ; Yang et H uang, 2005 · Rao et al. , 2006). La migration est un processus 
compl exe qui nécess ite des changements simul tanés de la morpho logie et de 
l' adhés ion de la ce llule, et ces deux étapes dépendent d ' une concentration 
intrace llula ire optimale de ca lc ium permettant la co ntraction ce llula ire et la fo rmation 
de lamellipodia/pseudopodia (Ridley et al., 2003 ; Goswami et al., 2006). 
L ' augmentation de la concentration calc ique implique entre autres l' activation des 
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canaux TRPV l (Vriens et al. , 2004) . Par aill eurs, la part ie C-termina l de TRPVl est 
connue pour interag ir avec les microtubul es en présence de calcium ce qui permet de 
les stabili se r. La ce llule peut alors s ' étendre et initier sa mi grati on. En revanche, 
l' acti vation de ces canaux entraîne le désassemblage des microtubules dynamiques, 
fac ilitant la rétraction d ' une partie de la ce llule et créant un « trailing 
edge » (Goswami et al., 2006) . 
La caractéri sation in vivo du rô le de TRPV 1 au ni veau du métabolisme osseux 
montre que son inactivation par un tra itement de capsazepine ( 1 mg/kg/j our) réduit 
la résorption chez les souri s ayant subie une ovari otomie. En effet, 1 ' équipe de Idris et 
al., (20 1 0) a rapporté une inhibition de la perte osseuse au ni veau trabécula ire et une 
préservation de son épaisseur. A insi, ces souris, normalement propices à déve lopper 
un profi l ostéoporotique suite à la chute du taux d ' oestrogènes, sont protégées contre 
la perte de masse osseuse. Par a illeurs, l' inactivati on de TRPVl entraîne une 
diminuti on de la formati on osseuse due à une réducti on de l' activité de la phosphatase 
a lcaline et du nombre d ' ostéoblastes (Idris et al. , 201 0). Cec i suggère que ces canaux 
seraient impliqués dans le déve loppement ostéoblastique et la formation osseuse. 
Cette étude a été menée par l' inhibition pharmaco logique de TRPVl , ce qui implique 
un rô le de TRPVl dans le remode lage osseux. Il n' existe pas de travaux détaillant le 
phénotype osseux de souris KO Trpvl , ce qui sera it plus intéressant et préci s comme 
info rmation. 
1.6.4 Régulation de l' acti vité des TRPVl 
Les canaux TRPV 1 sont connus pour être thermosensibles à des températures 
nocives (i.e >43°C), devenant perméables aux cati ons au-delà de 43°C (Caterina et 
al., 1997). Ces canaux peuvent auss i être act ivés par un fa ible pH (i.e < 5,9) ains i que 
par la capsa ic ine, mo lécule retrouvée dans notre a limentation, notamment dans les 
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piments (Jordt et al. , 2000 ; lidia et al., 2003). De plus, les T RPV 1 peuvent 
éga lement être stimulés par des ligands endogènes te ls que les métabo lites de l' ac ide 
arachidonique (Hwang et al. , 2000), l' anandamide (Zygmunt et al. , I 999), le N-
arachidonoy ldopamine (Huang et al., 2002) et le N-o leoyldopamin e (Chu et al. , 
2003). La régulation de l' acti vité des TRPVl implique des signaux intracellul a ires 
incluant le Ca2+, l' ATP, la calmoduline (CaM) et les phospho inos itides qui sont des 
phospho lipides qui patt ic ipent à la vo ie de s igna li sation cellul a ire assoc iée à la PLC 
et PKC (Zhu , 2005 ; Rohacs et Nilius, 2007) . Le so us-groupe dont fa it part ie TRPVl 
est principalement modul é par la CaM, une proté ine fi xatrice de Ca2+ intrace llul a ire. 
En effet, la portion C-terminale Ca2+-dépendante de la CaM potentia li se l' acti vité des 
canaux TRPY 1 lorsque la concentrat ion intracellul a ire de calc ium est anormalement 
basse. D ' un autre côté, la portion N -te rmina le de TRPVl inhibe son activ ité lorsque 
la concentrati on de calcium dans la ce llule est optimale (Rosenbaum et al., 2004 ; 
Li shko et al., 2007). L ' ATP intrace llulaire va, quant à lui , entrer en compétition avec 
la CaM pour se li er aux répétiti ons d ' ankyrines et donc amé li orer le courant ca lc ique 
v ia TRPV l et prévenir sa désensibilisation (L ishko et al., 2007). Tout comme l' ATP, 
le PIP2 rentre éga lement en compétition avec la CaM, sens ibili sant T RPVI (Kwon et 
al., 2007). Pour fi nir, l' act iv ité de TRPV 1 est auss i régulée par la balance de Ca2+ 
dépendante de phosphory lation et déphosphorylation. E n effet, la phosphatase 
ca lcineurine déphosphory le le canal et permet sa désensibili sation (Docherty et al. , 
1996), a lors que l' acti vation de la PKC (Premkumar et Ahern, 2000) et de la PKA 
(De Petrocelli s et al., 2001 ) augmente l' activ ité de TRPVl. 
Par ailleurs, de plus en plus de résultats montrent que les canaux TRP 
possèdent des séquences consensus de phosphory lati on pouvant réguler leur 
activat ion. Il semblera it que les canaux TRPV I puissent être stimulés par une 
phosphorylati on dépendante de la PKC qui est une sérine/thréonine kinase. La 
phosphory lat ion se produira it sur les sérines502-800 et potentia li sera it-sensibilisera it la 
réponse de ces canaux à la chaleur et à l' anandamide (Vellani et al., 200 1 ; Bhave et 
--------------------------
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al., 2003 ; Premkumar et Ahern, 2000 ; Numazaki et al., 2002). Les TRPVl 
pourraient également être phosphorylés par la CaM-kinase II sur le résidu tyrosine704 
et encore une fois sur la sérine502. Cette phosphory lation serait même essentielle pour 
leur activation par la capsaicine (Jung et al. , 2004). D ' autre part, la réponse des 
TRPVl à la chaleur (Rathlee et al. , 2002) et à la capsaicine (Lopshire et Nicol , 1998) 
peut aussi être potentialisée suite à une phosphory lation de la sérine502 par la PKA. 
Cette dernière peut également phosphoryler les résidus thréonine370 et sérine 11 6, 
permettant d 'amoindrir la désensibilisation des TRPV 1. Toutefois, la thréonine370 
peut être déphosphorylée par la calcineurine ce qui désensibiliserait alors les canaux 
(Bhave et al. , 2002 ; Mohapatra et Nau, 2005 ; Mohapatra et Nau, 2003). Il est 
important de mentionner que tous ces résultats proviennent d 'expériences menées sur 
des cellules de rats , des variations peuvent donc être observées chez l' humain . 
1.6.5 AKAP79/ 150 et TRPV 1 
La vitesse et la spécificité d 'action des kinases dépendent souvent de leur 
liaison avec des protéines d ' échafaudage comme « A-kinase Anchor protein » 
(AKAP) (Smith et al. , 2006). E n effet, les protéines AKAP forment un complexe de 
signalisation composés d ' unités kinases/phosphatases permettant donc la 
phosphorylation ou déphosphorylation de protéines spécifiques (Fraser et Scott, 
1999 ; Faux et Scott, 1996). li a été démontré par Zhang et McNaughton (2008) que 
TRPVI forme un complexe avec PKA, PKC et la protéine phosphatase 2B (PP2B) 
qui sont intégrées au complexe AKAP791150. Il semblerait que cette liai son soit 
essentielle à la sensibilisation de TRPVl par PKC et PKA et donc son activation. 

CHAPITRE Il : HYPOTHÈSES ET OBJ ECTIFS 
Étant donné ses effets pos itifs sur la microarchitectu re et la masse osseuse, la 
parathormone est actue llement le tra itement offert pour contrer l'ostéoporose 
(Cranney et al., 2006) . Toutefo is, les mécani smes ce llulaires et mo lécula ires 
impliqués dans son effet anabolique so nt encore méconnus. Des observations non-
publiées de notre laborato ire confirment l' induction d ' un influx ca lc ique par la PTH 
dans un modèle d ' ostéoblastes huma ins, les ce llules MG-63. Cons idérant l' express ion 
de plus ieurs canaux de la superfamill e des TRP dans les cellules ostéoblastiques 
humaines (Abed et al., 2009), nous émettons l' hypothèse que ces canaux véhiculent 
l' influx engendré par la PTH. D 'autre part, les récepteurs PTH 112R sont connus pour 
activer l'adény late cyclase et a ins i stimuler la production d ' A MPc et l'engagement de 
la PKA (Takasu et al., 1999). Compte tenu de l' implication de cette vo ie de 
signali sation dans l'effet anabolique de la PTH (Misiorowski , 2011 ), nous émettons 
l' hypothèse que cette vo ie opère dans l' infl ux calcique stimulé par la PTH. Par 
ailleurs, nous savons que le calcium est un second messager impliqué dans de 
nombreuses vo ies de s igna li sation menant à la régulation de diverses fo nctions 
cellulaires (Macrez et Mironneau, 2004), ce qui nous amène à émettre l' hypothèse 
que l' infl ux de ca lcium induit par la PTH enclencherait une cascade ce llulaire 
calcium-dépendante, modulant les fonctions ostéoblastiques te lles que la migration et 
la proli fé ration. 
N otre premier objectif est de documenter l' implication des canaux TRP dans 
l' infl ux calc ique dans les cellules ostéoblastiques humaines, et ce par mi croscopie 
confoca le et l' utili sation d ' inhibiteurs sé lectifs des canaux. N otre deux ième objectif 
cons iste à étudi er la vo ie de s ignali sation associée à l' infl ux calcique à l' a ide 
d ' inhibi teurs et de microscopie confoca le. Notre tro is ième objecti f est d ' identifie r un 
lien entre la stimulation de l' influx de calcium par la PTH et la régulation des 
32 
fonctions cellulaires dans les ostéoblastes humains (i.e. lignée U20S) grâce à des 
mesures de recouvrement cellulaire et des mesures de prolifération tel que le test 
microtiter tetrazolium. 
CHAPITRE Ill : MÉTHODOLOGIE 
3.1 Culture cellulaire 
La lignée cellulaire ostéoblastique humaine U20S issue d ' un ostéosarcome 
d' une jeune femme caucasienne de 15 ans a été utilisée. Ces cellules proviennent de 
l' « American Type Culture Collection » (ATCC ; USA) et sont décrites comme étant 
des cellules adhérentes, avec une morphologie de type épithélial, ce qui permet de 
réaliser des essais de prolifération, migration et différenciation cellulaires. Les 
cellules U20S ont également l' avantage d ' avoir un phénotype stable au cours des 
passages (A TCC; USA) et elles ont été utilisées préférentiellement aux cellules MG-
63 afin de confirmer les résultats préliminaires obtenus au laboratoire. En effet, les 
cellules MG-63 provenant d ' un cancer des os, elles peuvent présenter un phénotype et 
génotype pa1ticuliers. Il est donc important de confirmer les résultats obtenus avec un 
autre type cellulaire. 
Les cellules U20S ont été cultivées dans du milieu de culture « Mc Coy » 
(Sigma-Aldrich , CAN) supplémenté avec l 0% de sérum bovin fœtal (FBS ; Cansera 
Etobicoke, CAN), 100 U/mL de pénicilline, 100 ~-tg/mL de streptomycine (lnvitrogen , 
CAN) et 2 mM de L-glutamine (Invitrogen, CAN), à 37°C dans une atmosphère 
humide à 5% C02. Les cellules U20S ont été dispersées une fois par semaine en les 
décollant pendant 5 minutes avec de la trypsine 0,05%-EDTA 0,02% (lnvitrogen, 
CAN) à 37°C, en les comptant et les réensemençant à une densité de 2000 
cellules/cm2 dans des pétris de 100 mm de diamètre (Sarstedt, CAN). Les milieux ont 
été changés trois fois par semaine. 
----------
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3.2 Étude de l' express ion génique par RT-PCR 
Afi n de déterminer l' express ion génique des récepteurs PTH 1 R et PTH2R et 
des canaux ca lc iques T RPV dans les ce llules U20 S, des amplifi cat ions par 
po lyméri sation en chaînes (PCR) ont été réa li sées. Les cellul es ont été mises en 
cul ture dans des pétris de 60 mm diamètre (Sarstedt, CAN) et une fo is qu ' e lles ont 
atte int 90% de confluence, leur ARN a été iso lé se lon la méthode d ' extraction 
de Chomccynski et Sacchi ( 1987) qui uti lise le TRJzo l® (Invitrogen, CAN) comme 
réacti f. L' A RN ai nsi obtenu a été quanti fié par spectrophotométrie à 260 nm, et par la 
suite a serv i à la synthèse d ' ac ide désoxyribonuclé ique complémentaire (A DNe) 
grâce à l' enzyme transcriptase inverse de la trousse Omniscript™ RT (Qiagen, CAN) 
et en uti li sant des hexamères. A partir de l' ADNe généré, des réactions PCR ont été 
effectuées avec de la trousse Taq PCR Core (Qiagen, CAN) en utili sant des amorces 
spécifiques des igné avec le logiciel N CBI Primer (tableau 3 .1). Le gène h-HPRTa été 
utilisé comme contrô le interne étant qu ' il est exprimé de manière const ituti ve dans les 
ce llules ( i.e. housekeeping gene). Les réacti ons PCR ont été réali sées à l' a ide d ' un 
appare il My iQ (BioRad, CAN) se lon les cyc les sui vants: une dénatu ration init ia le de 
4 minutes à 94°C suiv ie de 40 cyc les incluant une dénaturation de 30 secondes à 
95°C pui s une hybridation de 30 secondes à 58°C pour les tous gènes sauf h-TRPVJ 
dont l' hybridation se fa it à 60°C. 
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Tableau 3.1 Amorces utilisées pour les réactions PCR. 
Gènes Amorces sens 5'-3' Amorces anti-sens 5'-3' 
h-HPRT GACCAGTCAACAGGGGACATAA AAGCTTGCGACCTTGACC 
h-PTHJR GAAGCTGCTCAAATCCACGC ATCTCAGCTTGTACCTCGCC 
h-PTH2R CGTGGCTCCGGCGACAAGAC ATGCCCGGAACGGCTGTAGGA 
h-TRPVl GGACAAGTGGGACAGATTCGTC CTCAGGATCATCTTCTCTATCATGACG 
h-TRPV2 CAAGGGACTTGCTTTTATTTCGG CAGAAGCCAGGTCATACAGCG 
h-TRPV3 CAACACCAAGGAGATAGTGCGG TCCGCAGTAGGATCATGTCGTAC 
h-TRPV4 ACACCAAGTTTTTACCAAGATGTACG CGATCATGAAGAGCAAGTAGACGAG 
h-TRPV5 TCTCGCTATTTTGGAAAGACGATTC CAGCCAGCAGAAACGCATTAG 
Légende : HPRT : hypoxanthine phosphoribosyltransférase. 
Les produits PCR ont été analysés par électrophorèse (BioRad, CAN) sur gel 
d ' agarose 2% et révélés sous UV su ite à une coloration au RedSafe (iNtRON 
Biotechnology Tnc. , CAN). Les photos ont été analysées grâce au logiciel A lphaYiew, 
plus précisément le modèle Alphalmager 2009 (A lpha lnnotech, FRA), puis 
ana lysées avec lmageJ . 
3.3 Mesure de calc ium in trace llula ire 
3.3.1 Techn ique de manipulation 
Afin d'étudier la contribution de la voie de signa li sation associée à l' AMPc à 
l' influx calcique induit par la PTH dans les ostéoblastes, des mesures de calci um 
intracellulaire ont été réalisées par microscopie confocale. Les cellules U20S ont été 
ensemencées dans des Lab-Tek à 8 chambres (Nat gene Nunc, CAN) et ont ensuite été 
marquées avec 2 fA.M de sonde calcique fluorescente F luo3-acetoxyméthy l (Molecu lar 
Probes, USA) en présence de 20% de Pluronic F-1 27 (Life Techno logies, Burlington, 
CAN) dans une sol ution saline (HBSS) composée de 121 mM NaCI , 5,4 mM KCI, 
0,8 mM MgS04, 25 mM HEP ES, 1,8 mM CaCI2 et 6 mM NaHC03. Les ce llules ont 
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été incubées avec ce mélange sur plaque agitatrice, à l'obscurité, durant une heure. 
Par la suite, les cellul es ont été rincées deux fois avec du HBSS et remises à 
1 'obscurité sur plaque agitatrice pendant une heure d'incubation. Au début de 
l'observation en microscopie confocale, la solution de HBSS a été changée et 
remplacée par du HBSS sans calcium. La fluorescence de base a été mesurée sur une 
période de 30 secondes. Il s'agit de notre contrôle négatif étant donné qu ' il n ' y aucun 
additif dans le milieu. Par la suite, à une minute quarante, le traitement (PTH ou 
forskoline - voir ci-dessous) a été ajouté. Cet ajout au milieu d ' incubation sans 
ca lcium nous indique si le traitement engendre ou non une mobilisation calcique 
provenant du réticulum endoplasmique. Par la suite, le calcium a été ajouté à une 
concentration finale de 2,5 mM, et les mesures de fluorescence ont été enregistrées 
pendant trois minutes dans le but de détecter un influx de ca lcium dans les 
ostéoblaste-s. En effet, si une augmentation de la fluorescence des ce llul es est 
mesurée, nous pourrons conc lure que le traitement stimule une entrée de calcium dans 
les ostéoblastes via un canal présent au niveau de la membrane plasmique. Toutes ces 
mesures ont été effectuées à l' aide d'un microscope confoca l Nikon Ec lipse Ti A 1 R 
avec un objectif Nikon 20X Plan Fluor. Le fluorochrome a été excitée à 487 nm et 
l' émission col lectée à 5 17 nm. Les données (intensités de fluorescence) obtenues ont 
été ana lysées avec le logiciel NIS-element (Nikon software, USA) afin d ' ana lyser 
l' intensité de la fluorescence suite aux différents traitements. 
3 .3.2 Effets des différents traitements sur l'influx calcique 
L' effet de différents traitements sur l'influx ca lc ique ont été testés. Tout 
d ' abord, la PTH ( 1-34) (Sachem Americas, USA) a été utilisée à une concentration 
finale de 0,5 f-LM. Ensuite, l' activateur de l' adény late cyc lase (Sigma-A ldri ch, CAN) 
forsko line (Sigma-Aldrich, CAN) a été utili sé à une concentration finale de 5 f-LM. 
-----------------
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Après vérification de l' expression des canaux TRPV par RT-PCR dans les 
cellules U20S, une approche pharmacologique a été utilisée afin de déterminer le 
canal responsable de l'influx calcique engendré par la PTH et la forskoline. 
L' implication générale des TRPV a d ' abord été vérifiée avec l' ajout d ' un inhibiteur 
spécifique et sélectif, le Ruthénium red (Sigma-Aldrich, CAN) à une concentration 
finale de 10 !J.M. Par la suite, le Tranilast (Tocris, USA), inhibiteur des canaux 
TRPY2, le RN1734 (Sigma-Aldrich, CAN), inhibiteur de TRPV4, et le SB36679l 
(Tocris, USA), inhibiteur de TRPV 1., ont été testés afin de discriminer la contribution 
relative de chaque canal dans l' influx calcique observé. Tous ces inhibiteurs ont été 
pré-incubés pendant 5 minutes avant le début des mesures d ' influxcalciques. Le 
Tranilast a été utilisé à une concentration finale de 20 !J.M, le RN 1734 à 15 !J.M et le 
SB366791 à 1 !J.M. Puis, la PTH et la forskoline ont été ajoutés tel qu ' expliqué 
précédemment. 
Afin de mteux caractériser l' influx calcique et l' implication de la voie 
AMPc/PKA, l' inhibiteur de la PKA, le H-89 (Sigma-Aldrich, CAN) a été employé à 
une concentration finale de 10 !J.M. Une fois de plus, les cellules ont été pré-incubées 
avec cet inhibiteur durant 5 minutes, puis l' influx calcique de base et en réponse aux 
différents traitements a été mesuré tel que mentionné ci-dessus. 
Pour finir, un traitement avec de la capsaicine, à une concentration finale de 
1 00 nM, a été effectué dans le but de confirmer 1' inhibition spécifique de TRPV 1 par 
le SB366791. Cette étape est importante en raison du fait que les inhibiteurs 
pharmacologiques ont parfois des effets secondaires ou alors ne sont pas spécifiques. 
La capsaicine étant un agoniste des canaux TRPYl , son utilisation combinée au 
SB366791 a permis de valider notre modèle expérimental. 
38 
3.4 Migration cellulaire 
Dans le but d ' ident ifier un possible 1 ien entre 1' influx ca lcique déclenché par 
la PTH et TRPVl et les fonctions ostéob last iques, une mesure de migratio n cellulaire 
par recouvrement a été effectué. Les cellules U20S ont été ensemencées dans des 
plaques de 24 puits (Sarstedt, USA), un sevrage (sans FBS) a été réalisé dans du 
milieu Mc Coy. Après 24 heures, une ligne verticale de ce llules a été décollée à l'a ide 
d ' un embout et le milieu a été changé et remplacé par les mêmes traitements que 
précédemment (i.e. capsaicine, PTH , forskoline , RR, SB36679 1) et les ce llul es ont 
été incubées à 37°C, 5% C02 pendant 18 heures. Les tra itements ont été réa li sés en 
absence de FBS car ce lui-ci amène, seu l, une augmentat ion de la migration des 
ostéoblastes (données non-présentées). Des photos ont été prises toutes les 10 minutes 
pendant 18 heures avec une caméra DS-Qi 1 Monochrome (Nikon, US) montée sur un 
objectif 1 OX à contraste de phase. Les photos ont été ana lysées à 1 'aide du logic ie l 
NIS-element (Nikon software, USA) qui a permis de superposer les photos obtenues 
afin de déterminer le pourcentage de recouvrement en fonction du temps et des 
traitements. 
3.5 lndice de prolifération par microtiter tetrazolium 
Dans le but d ' associer l' influx de calcium stimu lé par la PTH via les canaux 
TRPV 1 et les fonctions ce llulaires, la prolifération des ostéoblastes a été éva luée par 
un essai calorimétrique MTT (microt iter tetrazo lium). Ce dosage repose sur l' activité 
enzymatique de la succinate déshydrogénase, une enzyme mitochondriale qui réduit 
l' anneau de tetrazo lium et donne ainsi des cristaux de formazan de coul eur vio lette. 
L' ajout du diméthylsulfoxide (DMSO) permet de so lubili ser ces cristaux et de 
mesurer leur absorbance à une longueur d'onde de 575 nm. L' absorbance obtenue est 
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proportionnelle au nombre de cellules vivantes et sert d ' indicateur de la prolifération 
cellula ire. Les cellules ont été mises en culture dans une plaque de 96 puits (Sarstedt, 
USA). Trois jours après l' ensemencement, les cel lules ont été sevrés (cu lture sans 
FBS) pendant 24 heures dans du milieu McCay, puis traités avec les mêmes 
substances que précédemment. Les traitements ont été réalisés en présence de 0,2% 
FBS afin d ' év iter un stress aux ce llules et de causer de l' apoptose. Une quantité plus 
élevée que 0,2% de FBS stimu le naturellement la prolifération des ostéoblastes 
(données non-présentées), d'où le cho ix de cette concentration. Après 48 heures, une 
so lution de MTT ((3 ,[ 4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide ; 
Sigma-Aldri ch, CAN) de 5 mg/ml a été ajoutée aux échantillons, le tout ayant été 
incubé à 37°C à 5% de C02. Après une heure et 30 minutes, le milieu de cu lture a été 
retiré et remplacé par 200 ~-LL de DMSO (d imethy lsu lfoxyde) . Enfin, suite à 30 
minutes d ' incubation à 37°C à 5% de C02, l' absorbance a été lue à 575 nm (Eon 
Microplate Spectrophotometer, BioTek). Les résultats obtenus ont été normalisés par 
rapport au JO, c'est-à-dire au jour où le sevrage débute (JO). 
3.6 Analyses statistiques 
Dans l' optique de confirmer la valid ité des résultats obtenus au cours de plus 
de trois expériences indépendantes, des analyses statistiques ont été réalisées. Ainsi , 
un test de variance ANOVA a été effectué avec le logiciel GraphPrism 5.0 (GraphPad 
Software, USA). Le seuil de sign ificativité a été fixé à P<0,05 . L ' analyse de variance 
a été choisie lors de l' étude de trois groupes. 

CHAPITRE IV: RÉSULTATS 
Le rôle anabolique de la PTH estimé in vivo , démontrant une augmentation de 
la densité minérale et une amélioration de la microarchitecture osseuse (Cranney et 
al. , 2006), a mené à des études cliniques permettant la formulation d ' un nouveau 
traitement pour contrer l' ostéoporose avec la PTH synthétique: le Forteo. Toutefois, 
les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans l' effet bénéfique de la PTH 
sont encore méconnus. Puisque des traitements intermittents de PTH stimulent la 
formation osseuse, nous avons décidé d ' étudier son impact sur les ostéoblastes 
humains, les cellules U20S. Selon des observations non-publiées de notre 
laboratoire, la signalisation impliquée dans l' effet anabolique de la PTH est associée à 
un influx de calcium. Afin d ' étudier comment la PTH régule la concentration 
intracellulaire de calcium, nous avons déterminé l' impact d ' un traitement avec la 
PTH (1-34) . L ' effet anabolique de la PTH étant associé à la production d 'AM Pc 
(Misiorowski, 2011), nous avons utilisé la partie N-terminale de cette hormone, 
composée des 34 premiers acides aminés (1-34), suffisante pour stimuler les voies de 
signalisation associées aux récepteurs PTHI Ret PTH2R (Takasu et al. , 1999). 
L' expression des récepteurs PTH a d'abord été confirmée dans la lignée 
cellulaire U20S. Comme le montre la figure 4.1 , les essais RT-PCR ont mené à 
l'amplification d ' un ADN composé de 197 pb et d ' un autre composé de 176 pb, 
correspondant respectivement aux tailles attendues pour les transcrits pthlr et pht2r 
(figure 4.1). Ainsi , la lignée cellulaire U20S permet d ' étudier de l'effet de la PTH sur 
les cellules ostéoblastiques humaines. 
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Figure 4.1 Expression gemque des récepteurs de la PTH dans la lignée 
d 'ostéoblastes humains U20S. 
L' ARN des ce llules U20 S a été iso lé par la méthode d 'extraction de Chomccynski et 
Sacchi (1987) et utili sé pour synthéti ser l' ADN complémentaire (ADNe) par 
transcription inverse (RT). Des amorces spéc ifiques d ' un gène contrôle, le h-HPRT et 
pour h-PTHJ R et h-PTH2R ont été utili sées pour amplifier l'ADNe par PCR. La 
fi gure présente une photo représentative de 1 'ADN amplifié suite à une électrophorèse 
sur gel d' agarose 2% et une révé lat ion au RedSafe. Les tailles de produit PCR 
attendues sont de 166 pb pour HPRT, 197 pb pour PTH 1 R et 176 pb pour PTH2R. Le 
· standard utili sé est un standard à intervalle de l 00 pb. 
Compte tenu de l'express ion de PTHI R et PTH2R dans les ce llules U20S, 
nous avons effectué des mesures de calcium intracellulaires suite à une stimulation 
avec la PTH (1-34) (fi gure 4.2.A). Le niveau de ca lcium intrace llulaire vari e selon 
deux mécani smes: la libération du calcium du réticulum endoplasmique (qui 
constitue la réserve majeure du ca lcium intrace llulaire) et l' influx du ca lcium du 
milieu extracellulaire via l'ouverture de canaux présents à la membrane plasmique 
(Parekh et Penner, 1997 ; Lewis, 1999). Pour identifier la source du ca lcium menant à 
une hausse de sa concentrati on intracellulaire, nous avons débuté nos mesures en 
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absence de calcium extracellulaire. Quand la PTH a été ajoutée au milieu dépourvu 
de calcium, la fluorescence associée à la sonde calcique Fluo-3 n' a pas été modifiée, 
ce qui suggère que cette hormone n' engendre pas de mobilisation de calcium 
provenant du réticulum endoplasmique (Figures 4.2.A). Par la suite, l' ajout de 
calcium dans le milieu a amené une augmentation marquée (1 .5 fois) de la 
fluorescence suite à l' incubation des cellules avec la PTH, indiquant un influx de 
calcium dans la cellule et donc l' activation de canaux présents à la membrane 
plasmique. Cependant, il faut noter que la mobilisation du calcium provenant du 
réticulum endoplasmique a été vérifiée à l'aide d ' un agent pharmacologique 
perturbant l' intégrité du réticulum endoplasmique (données non présentées). Les 
résultats obtenus montraient une nette augmentation de la fluorescence (3 ,5 fois par 
rapport au niveau basal) . 
Dans le but de déterminer quel récepteur de PTH, PTHlR ou PTH2R, 
déclenche 1' influx de calcium, les cellules ont été traitées avec le PTHrP, un 
polypeptide fixant exclusivement PTH IR (Schlüter, 1999). Tel que la PTH, le PRHrP 
a conduit à une augmentation de la fluorescence en présence de calcium, confirmant 
la stimulation d'un influx calcique dans les cellules U20S et l' implication du 
récepteur PTH lR dans le processus (figure 4 .2.B) . 
li est connu que la voie majeure de transduction de la PTH est associée à 
l' AMPc (Swarthout et al. , 2002). Afin de prouver, vérifier que la signalisation 
déclenchée par la PTH dans notre modèele est liée à la production d ' AMPc, un 
activateur direct de l' adénylate cyclase, la forskoline a été utilisé. Il s ' agit d ' un 
diterpénoïde perméable, donc complètement indépendant des récepteurs 
membranaires, qui active directement l' adénylate cyclase (De Souza et al. , 1983). 
L ' augmentation de l' activité de cette enzyme engendre une production cellulaire 
accrue d 'AMPc (Simonds, 1999). L ' addition de la forskoline dans le milieu dépourvu 
de calcium n ' a pas exercé d ' effet sur la fluorescence basale (figures 4.2.C), mais 
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1 'aj out de ca lc ium dans le mi 1 ieu a entraîné une augmentation de la flu orescence, 
suggérant l' induction d ' un influx ca lc ique im pliquant la voie de s igna li satio n associée 
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Figure 4.2 La PTH se fixe au récepteur PTHlR et stimule un infl ux calcique 
dépendant de l' AM Pc dans les ce ll ules U20S. 
Les cell ules U20S ont été marquées avec la sonde fl uorescente Fluo-3 sensib le au 
calcium, transférées dans un milieu d ' incubation sans ca lc ium. La PTH (1-34) 0,5 
!-LM (A), le PTHrP 0,5 !-LM (B) ou la forsko line 5 !-LM (C) ont ensuite été ajoutés au 
milieu. Les mesures de calci um intrace llula ire ont été effectuées avec un microscope 
confoca l à balayage laser. 1,25 mM de ca lcium a ensui te été ajouté au mi li eu 
d ' incubation afin d' identifier un infl ux calcique. Les valeurs de fl uorescence 
associées au F luo-3 sont re latives à la fluorescence basale et représentent les 
moyennes ± SEM de quatre expériences contenant 6 à 7 champs sous 1 ' objectif (entre 
20 et 30 cel lules par champ). 
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Étant donné que la PTH et la fo rsko line stimulent un influx de calc ium dans 
les ce llules U20 S (fi gure 4 .2), nous avons voulu identifier les canaux présents à la 
membrane qui sera ient responsables de cet influx. D 'après les travaux de A bed et al. , 
(2009) et des résultats non publiés du laborato ire, nous savons que les ostéoblastes 
huma ins expriment les canaux TRP et que, plus précisément, les canaux TRPV 
pourra ient être impliqués dans l' influx de ca lc ium stimulé par la PTH. Nous avons 
donc ut ili sé une approche pharm aco logique, à l' a ide des inhibiteurs sé lectifs de 
canaux pour répondre à cet objectif. Comme le montre la figure 4 .3, une pré-
incubation des ce llules avec le RR, un inhibi teur généra l des canaux TRPV, a bloqué 
1' infl ux de ca lc ium normalement engendré par la PTH (fi gure 4.3.A) et la fo rsko line 
(fi gure 4 .3.B) . A insi, dans nos condi tions experimenta les, ce sont les canaux de la 
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Figure 4.3 Activation des canaux TRPV par la PTH et la voie de signalisation 
associée à l' AMPc. 
Les cellules ont été marquées avec la sonde fl uorescente F luo-3 sensib le au calcium 
et pré-incubées 5 minutes en présence du RR 10 fA,M dans le milieu d ' incubation sans 
calcium. Après 5 minutes, la PTH (1-34) 0,5 !lM (A) ou la forsko line 5 fA,M (B) ont 
été ajoutés au milieu. Les mesures de calc ium intracellulaire ont été effectuées avec 
un microscope confocal à balayage laser. Le calc ium (1 ,25 mM) a ensuite été ajouté 
au milieu d ' incubation afin d'identifier un influx de calcique. Les valeurs de 
fluorescence associées au Fluo-3 sont re latives à la fluorescence basale et 
représentent les moyennes ± SEM de quatre expériences contenant 6 à 7 champs 
(entre 20 et 30 cellules par champ). 
La fami lle des canaux TRPV es composée de six membres (Wu et al. , 2010) . 
Afin de déterminer quel membre de cette famille est responsab le de l'influx calc ique 
indui t via la voie associée à I'AMPc, nous avons évalué leur expression génique dans 
les ce llules U20S. La figure 4.4 montre que des amorces spéc ifiques pour TRPVl , 
TRPV2 et TRPV4 ont permis d 'amplifier des bandes avec des tailles attendues 
respectives de 452 pb, 432 pb et 866 pb respectivement. Cependant, aucun produit 
PCR n' a été observée pom les autres canaux de la fami lle des TRPV. 
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Figure 4.4 Expression génique des canaux TRPVl , TRPV2 et TRPV4 dans les 
cellules U20 S. 
L' ARN des cellules U20S a été iso lé par la méthode d 'extract ion de Chomccynski et 
Sacchi (1987) et utili sé pour des ana lyses par RT-PCR des canaux de la famille 
TRPV. Des amorces spéc ifi ques de h-TRPVJ, h-TRPV2, h-TRPV3, h-TRPV4 et h-
TRPV5 ont été utili sées pour amplifier l'ADNe par PCR . La fi gure présente une 
photo représentative de l'ADN amplifié suite à une é lectrophorèse sur ge l d 'agarose 
2% et une révé lation au RedSafe. Les ta illes de produi ts PCR attendues sont 
respectivement de 452 pb, 432 pb, 439 pb, 866 pb et 251 pb. Un standard à intervalle 
de 100 pb a été utilisé. 
Dans l'optique d ' identifie r lequel de ces trois canaux (i.e. TRPV1 , TRPV2, 
TRPV4) véhicule l' influx de ca lc ium sui te à une stimulation avec la PTH, nous avons 
utili sé des inhi biteurs sé lécti fs. Comme le montre la figure 4.5, l' influx ca lc ique 
engendré par la PTH et la forsko line est encore présent sui te à une pré-incubation des 
ce llules avec l' inhibi teur sélecti f des canaux TRPV2, le T ranilast (fi gure 4.5.A et 
4 .5.B), ce qui exc lue l'implication de TRPV2. Pare illement, une pré-incubation avec 
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le RN l 734, un inhibiteur des TRPV4, n' a pas totalement renversé l' influx stimulé par 
ces deux tra itements (figure 4.5.C et 4.5.0), indiquant donc que ces canaux ne sont 
pa~ impliqués de façon majeure. En revanche, une pré-incubation des cellules U20S 
avec un inhibiteur des canaux TRPV 1, le SB-36679 1, a prévenu complètement 
l' influx calcique, ce qui suggère l' activation des canaux TRPV1 par la PTH et la 
forsko line (figure 4.5 .E et 4.5.F). Cependant, il faut tout de même noter une légère 
diminution de l' influx de calcium lorsque les cellules sont pré-incubées avec le RN-
1734 (figure 4.5.C et 4.5.D), traduisant alors une implication partielle des canaux 
TRPV4 dans de l' entrée calc ique stimulée par la PTH et la forsko line. Toutefo is, il 
semble clair que le mécanisme principal passe par l' activation des canaux TRPV 1. 
La sélectivité du SB-366791 a été vérifiée par stimu lation des canaux TRPVl 
avec un activateur direct, la capsaicine (données non-présentées). Dans les cellules 
U20S, la capsaicine engendre un influx de calcium qui est renversé par le SB-
36679 1. De plus, la fonctionnalité des canaux TRPV2 et TRPV4 dans ce modèle 
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Figure 4.5 Activatio n des canaux TRPV 1 par la PTH et la vo ie de signali sation 
assoc iée à l' AMPc dans les cellules U20S. 
Les cellules U20S ont été marquées avec la sonde fluorescente Fluo-3 sensible au 
ca lcium et pré-incubées en présence du tranilast ou TRAN 10 !J.M (A-B), du RN 1734 
15 !J.M (C-D) ou du SB36679 1 1 !J.M (E-F) dans du milieu d 'incubation sans ca lcium. 
Après 5 minutes, de la PTH (1-34) 0,5 !J.M ou la forsko line 5 !J.M ont été ajoutés au 
milieu. Les mesures de ca lcium intracellulai re ont été effectuées avec un microscope 
confoca l à balayage lase r. Le ca lcium ( 1,25 mM) a ensuite été ajouté au milieu 
d ' incubation afi n d' identifier un influx de calcique. Les va leurs de fluorescence 
associées au Fluo-3 sont relatives à la fluorescence basale et représentent les 
moyennes ± SEM de trois expériences contenant 6 à 7 champs (entre 20 et 30 ce llules 
par champ). 
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Étant donné que 1 'AMPc active la PKA (Oh ta et al., 2008) et sachant que les 
canaux TRPVl possèdent des séquences consensus pouvant être phosphorylées par la 
PKA (Yao et al. , 2005), nous avons évalué l' implication poss ible de cette kinase dans 
l' influx de calcium. Une pré-incubation des cellu les U20S avec un inhibiteur de la 
PKA, le H-89, inhi be l' infl ux calc ique indu it par la PTH (figure 4.6.A) et la 
forsko line (figure 4.6 .B). Ces résu ltats montrent que l' activation de la PKA est 
imp liquée dans l' infl ux de calcium déclenché par la PTH via la vo ie de signali sation 
associée à 1 'AMPc. 
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Impl ication de la PKA dans l'influx de ca lcium induit par la PTH. 
Les cellules U20S ont été marquées avec la sonde fluorescente Fluo-3 sens ible au 
ca lcium et pré-incubées en présence du H-89 10 f-LM dans du mil ieu d ' incubation sans 
calcium. Après 5 minutes, de la PTH (l-34) 0,5 f-LM ou la forskoline 5 f-LM ont été 
ajoutées au mi lieu. Les mesures de calcium intracellu laires ont été effectuées avec un 
microscope confocal à balayage laser. Le calcium (1 ,25 mM) a ensu ite été ajouté au 
mi lieu d' incubation afi n d ' identifier un influx de calcique. Les valeurs de 
fl uorescence associées au Fluo-3am sont re latives à la fluorescence basale et 
représentent les moyennes ± SEM de tro is expériences contenant 6 à 7 champs (entre 
20 et 30 ce ll ules par champ). 
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Co mpte tenu du lien rapporté entre l' A MPc et la mi gration ce llula ire (Howe; 
2004), et de la contributi on des canaux T RPV 1 dans ce processus (Scwab et al. , 
2007 ; Komuro et Rakic, 1998 ; Yang et Huang, 2005 ; Rao et al., 2006), nous avons 
étudi é l' effet de la PT H et d ' un influx ca lc ique sur la mi gration des ce llules U20 S. 
Un essa i de mi gration a été réali sé en mesurant le pourcentage de recouvrement d ' une 
surface de culture au cours de 18 heures de tra itement (fi gure 4 .7). Les tra itements à 
la PTH (fi gure 4 .7. A) ont stimulé s ignificati vement la mi grati on ce llul a ire de 25,6% 
(P>O,Ol ) . Les inhibiteurs RR et SB36679 1 ont respectivement inhibé à 38% (P>0,05) 
et 25,5% (P>O,O 1) la mi gration induite par la PT H (figure 4 .7.A). 
D ' autre part, afin de va lide r le rô le de la vo ie associée à l' AM Pc dans le 
processus de migration ce llul a ire , les ostéoblastes ont été tra ités avec de la forsko line 
(fi gure 4 .7.B). Contra irement à la PTH, la fo rsko line n 'a pas affecté la migration des 
ce llul es. Te l qu ' attendu, la présence de RR ou de SB36679l n'ont causé aucune 
vari ation de la mi gration des ostéo blastes car ces deux inhibi teurs seul s n' ont aucun 
impact s ignificat if sur la mi gration cellula ire par rapport à la condition contrô le 
(données non-présentées). 
Ces résul tats suggèrent que la modul at ion de la migrat ion des cellules U20S 
par la PTH dépend des canaux T RPV 1 mais ne semble pas impliquer la vo ie de 
s ignali satio n assoc iée à l' AM Pc. A insi, la PTH stimulera it un influx de Ca en activant 
TRPVI et menant à une augmentat ion de la mi gration des ostéoblastes, de mani ère 
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Figure 4.7 Stimulation de la migration des cel lules U20S par la PTI--1 et 
implication de la voie de signalisation associée à l' AMPc. 
Après confluence, une section de la monocouche des cellules U20S a été en levée 
avec la pointe d'un embout et éliminée. Les cellu les ont été ensu ite incubées avec de 
la PTH (1-34) 0,5 f..lM (A) ou de la forskoline 5 f..lM (B) en présence ou en absence de 
Ruthenium red ou RR lOf..lM ou SB366791 1 f..lM (A-B) pendant 18 heures à 37°C et 
5% C02. Des photos de chaque condition ont été prises toutes les 10 minutes avec un 
objectif 1 OX à contraste de phase et une caméra Monochrome Nikon. Les images 
prises aux différents intervalles ont été superposées afin d ' évaluer le pourcentage de 
cellules ayant migré dans l'espace libre. La surface (en mm2) libre, créée avec 
l'embout, a ainsi été mesurée grâce au logiciel NIS-element de Nikon. Le 
pourcentage de recouvrement est obtenu en comparant la surface libre au temps zéro 
et celle restante après la migration des cell ules. Les valeurs représentent les moyennes 
± SEM de quatre expériences. Des analyses statistiques ont été réalisées par ANOV A 
one way: **P>O,Ol , stimulation positive par rapport au témoin et eP>0,05 ; 
eEP>O,Ol , différence significative entre le traitement seul (PTH 1-34 ou forskoline) et 
avec son inhibiteur (A-B). 
Par ai ll eurs, sachant que les cellules ostéoblastiques migrent au niveau de la 
lacune de résorption pour ensuite proliférer, nous avons documenté davantage l' effet 
anabolique de la PTH sur cette dernière fonction cellulaire. Étant donné que le 
calcium est un second messager connu pour réguler la division cellulaire (Macrez et 
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Mironneau, 2004), nous avons étud ié l' impact de la stimulation des canaux TRPVl 
sur la prolifération des ce llules U20S. Pour ce faire , un essai MTT a été réa lisé 
durant deux jours de traitement avec de la PTH ou de la forsko line en présence ou en 
absence de l' inhibiteur S8366791 (figure 4 .8.A et 4.8 .8). 
Après 48 heures de traitement, la réduction du MTT a été significativement 
augmentée par la PTH ou par la forskoline par rapport au témoin (P>O,OOI), 
indiquant que la prolifération des cellules est stim ulée dans ces cond itions (figure 
4.8.A et 4.8 .8). En présence de l' inhibiteur des ca naux T RPVl (SB36679 1), une 
diminution significative de l'activité mitochondria le a été observée aussi bien avec la 
PTH que la forskoline (figure 4.8.A et 4.8.8 ; P>0,05 et P> O,OI respectivement), 
suggérant que l' influx de calcium véhi cu lé par TRPV 1 est impliqué dans la 
prolifération des cellules U20S et implique l' AMPc. De manière intéréssante, la 
présence de S8366791 associée à la PTH et à la forskoline a causé une augmentation 
sign ificat ive de l' act ivité de la succ inate déshydrogénase par rapport au témoin 
(figure 4.8 .A et 4.8.B ; P>0,05 et P>O,O 1 respectivement). En effet, une hausse de 
1 ' activité cette enzyme est notée dans les deux cas, ce qui sous-entend que la PTH et 
la voie associée à la production d' AMPc stimu lent d ' autres cascades de signalisation, 
indépendantes de l' activité de TRPV 1, menant à la régu lat ion de la prolifération 
ce llula ire. Par aill eurs, une vérification de l'effet du S8366791 seu l sur l'activité 
mitochondriale des ce llul es a été réa lisée, et aucun impact sign ificatif n' a été 
remarqué par rapport à la cond iti on contrô le (données non-présentées). 
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Figure 4.8 Stimulation de la prolifération des cellules U20S via l' ouverture 
des canaux TRPVI par la PTH et la voie de signalisation associée à l' AMPc. 
Analyse de la prolifération cellulaire par essai MTT. Les cellules U20S ont été 
traitées durant 48 heures avec de la PTH (1-34) 0,5 f!M (A) ou de la forskoline 5 f!M 
(B) en absence et en présence de SB366791 1 f!M. En essai MTT, les cellules ont été 
incubées une heure et 30 minutes avec le réactif et les cristaux de f01mazan provenant 
de la réduction du MTT ont été solubilisés durant 30 minutes dans du DMSO. Par la 
suite, la densité optique a été lue à une longueur d ' onde de 575 nm. Les valeurs sont 
relatives au jour 0 et exprimées en moyenne ± SEM de trois expériences. Des 
analyses statistiques ont été réalisées par ANOVA one way : *P>0,05 ; **P>O,O l ; 
***P>O,OOl , différence significative par rapport au témoin et EP>0,05 ; EEP>O,Ol , 
différence signification entre le traitement seul et avec son inhibiteur (A-B). 

CHAPITRE V : DlSCUSSJON 
L' hormone PTH a été appro uvée par la « Food and Drug Admini strati on » 
(FD A) et est commercia lisée depuis 201 2 sous le nom de Forteo pour le traitement de 
l' ostéoporose. Il s ' agit d ' un médicament permettant de favo riser la formation osseuse. 
L ' effet anabolique de la PTH a été re lati vement bien documenté in vivo, mais les 
mécanismes moléculaires et ce llulaires impliqués sont encore méconnus. L ' objectif 
principal de ce proj et éta it donc de caracté ri ser davantage la signa lisation engendrée 
par la PTH, en lien avec le calcium et les canaux calciques, et l' impact que cette 
dernière a sur les fonctions ce llulaires des ostéoblastes, ce llules responsables de la 
fo rmation de l' os. Ainsi, une meill eure compréhension de l' effet anabo lique de la 
PTH au niveau de la cellule pourrait permettre le développement d ' une nouve lle c ible 
encore plus efficace pour le traitement de l' ostéoporose . Cette maladie touche chaque 
année 1,4 millions de canadiens et les frais médicaux associés s ' élèvent actuellement 
à environ deux milli ards de dollars. C'est pourquo i mieux documenter le processus de 
régénération des os et les facteurs impliqués est importante pour la création d ' une 
médi cation plus effi cace pour tra iter cette maladi e. 
5.1 Signalisation de la PTH en lien avec l' influx ca lc ique et la vo ie de 
signa li sation assoc iée à l' AMPc 
Avant d ' entreprendre cette étude, nous avons confi rmé que les ostéoblastes 
humains de la lignée U20 S expriment les récepteurs de la PTH. Comme le montre la 
figure 4.1, les ARNm codant les récepteurs PTHlR et PTH2R ont été détectés. Ceci 
est en accord avec plusieurs autres études démontrant que PTH 1 R est fortement 
exprimé au niveau des os et des reins (Nabanita et al., 2009 ; Schlüter, 1999) . Plus 
précisément, ce récepteur est auss i bien retrouvé au nivea u des cellules 
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ostéob lastiques issues d'un ostéosarcome (Majeska et Rodan, 1982) que des ce llules 
ostéob lastiques « normales » (Partridge et al. , 1981 ). De plus, il a été démontré que 
l' expression et l'activité de PTH lR augmentent dans les ostéob lastes matures (S uda 
et al. , 1996). Nos résultats sont a insi confirmés car les ce llules de la lignée U20S 
sont considérées comme étant des ostéob lastes matures (A TCC). Concernant PTH2R, 
on rapporté principalement son express ion au niveau du pancréas et du cerveau 
(Usdin et al. , 1995). Cependant, l'équipe de Panda et al., (20 12) a récem ment 
démontré la présence de PTH2R au niveau des chondrocytes, ce qui laisse supposer 
que ce récepteur jouerait éga lement un rôle dans le métabolisme osseux, notamment 
au niveau du développement endochondra l de l' os. 
Étant donné l' express ion des récepteurs de la PTH dans les ce llul es U20S, 
nous avons étudi é l' impact de cette hormone su r le flux de calci um dans les 
ostéob lastes. Pour ce faire , nous avons effectué des mesures de ca lcium intracellulaire 
par microscopie confocale. Su ite à un traitement des ce llules à la PTH , aucune 
variation de la fluorescence n' est observée en absence de ca lcium dans le milieu 
(figure 4.2.A), ce qui permet de conclure que la PTH n'induit pas de mobilisation de 
ca lcium venant des réserves intracellulaires telles que le réticulum endosp lasmique . 
Cela nous permet donc d ' exclure l' implication de la voie de signalisation associée à 
la phospholipase C et la production d ' TP3 (Kadamur et Ross , 20 13). En revanche, 
lorsq ue l' on ajoute du calcium dans le milieu, une augmentation de la fluorescence 
des ce llules d ' environ 1.5 est remarquée (figure 4.2.A), traduisant a lors un influx de 
calcium à l' intérieur des ostéoblastes (Yamaguch i et al. , 1987). Ce résultat suggère 
donc la présence de canaux calc iques à la membrane plasmique des cellules U20S 
permettant l' entrée de ca lcium extrace llul aire dans ces dernières. De plus, ces canaux 
semble être activés par la PTH. 
Afin d ' identifier le récepteur impliqué dans l'influx de calcium PTH-
dépendant dans les cellul es U20S, nous avons utilisé le polypeptide PTHrP, qui se 
fixe spécifiquement à PTHI R (Schlüter, 1999) . Telle la PTH , PTHrP a conduit à une 
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hausse de la fl uorescence cellul a ire exc lusivement en présence de calcium dans le 
milieu (figure 4.2.B), confi rmant la stimulation de l' influx calc ique dans les 
ostéoblastes . L ' effet était comparable à ce lui de la PT H, c ' est-à-dire, d ' env iron 1,5 
par rapport à la condition basale. Cette expérience nous amène à conc lure que la PTH 
se fixe a PTHIR lorsqu ' elle induit un influx calcique dans les cellules U20 S, et cette 
conc lusion est en accord avec la modulation du métabo lisme du calc ium et du 
phosphate par la PTH via PT HIR (Usdin et al., 1995). 
Une fois l' implication de la vo ie de s igna li sation associée à la phospholipase 
Cet IP3 exc lue dans l' effet de la PTH sur le calcium, nous avons étudié le rôle de la 
cascade de s ignalisation re liée à la producti on d ' AMPc. A insi, les cellul es ont été 
mises en présence de la fo rskoline, un acti vateur direct de l' adény late cyc lase, pour 
augmenter la concentration intracellulaire en AMPc. Tout comme le traitement avec 
la PT H, la forsko line a condui t à une hausse de la flu orescence des cellules d 'environ 
1.5 fo is, indiquant un influx ca lc ique (fi gure 4.2.C) . Cec i s ignifie que la sous-unité 
Gas est activée et entrai ne la production d 'AM Pc (Neer, 1995 ; Gilman, 1987). 
L ' activati on par la PTH semble donc permettre l'ouverture de canaux présents à la 
membrane et l' entrée de calcium dans les ostéoblastes (Yamaguchi et al., 1987 ; de 
Groot et al. , 2009). 
5.2 Implicati on des canaux TRPVl dans l' influx calcique stimulé par la PTH 
Bien que les résultats de Yamaguchi et al., (1987) démontrent une modulation 
de la concentrati on intrace llulaire de calc ium par la PTH via la vo ie de s ignali sation 
associée à 1 ' AMPc dans un modèle d ' ostéoblastes de rat, ils n ' ont pas identifié les 
canaux impliqués. Les deux grandes familles de canaux pouvant être impliquées sont 
les YDCC et les TRP (Parekh et Penner, 1997). Des résultats non publiés de notre 
laboratoire nous ont permi s d ' exclure l' implication des canaux VDCC et de 
concentrer notre étude sur les canaux TRP. Dans ce but, nous avons eu une approche 
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pharmaco logique, en utilisa nt des inhibiteurs sé lectifs des canaux. Comme le montre 
la figure 4.3 , une pré-incubation des ce llules avec le RR inhibe l' influx ca lcique 
engendré par la PTH (figure 4.3.A) et la fo rskoline (figure 4 .3.8), confirmant 
l' implication des canaux de la famille TRPV dans la modulation du calcium. Ces 
canaux sont exprimés dans plusieurs types de cellu les tels que les cellules osseuses, 
rénales, épithéli a les (W u et al., 20 10; de Groot et al. , 2009), ce qui appuie notre 
résultat. 
La fami lle des canaux TRPV se compose de 6 membres (C iapham et al. , 
2005), nous avons évalué leur expression génique dans notre modèle cellulaire par 
PCR. Tel que montré dans la figure 4.4, les résu ltats confirment l' expression de 
TRPVI , TRPV2 et TRPV4 dans les cellu les U202. L ' absence de TRPV6 dans ce 
modèle ce llul aire a été déjà été rapporté dans les travaux de Abed et al. , (2009) . Par 
ai lleurs, cette éq uipe confirme la présence de TRPV2 et TRPV4 ainsi que l' absence 
de TRPV5 dans cette li gnée ce llul a ire. Cependant, il s n' ont pas répertorié la présence 
de TRPVl. La présence de TRPVl au niveau des ostéob lastes a été démontrée in vivo 
par Idris et al. , 201 O. li sera it donc important de caractériser le niveau protéique de 
TRPV 1 dans les cellules U20S par immunobuvardage. 
Par la su ite, en utilisant des inhibiteurs sé lectifs de TRPV l , de TRPV2 et de 
TRPV4 nous avons identifié TRPVl comme étant responsable de l' influx ca lcique 
induit par la PTH. Tel que présenté à la figure 4.5.E-F, l' utilisation du SB36679 1, un 
inhibiteur des TRPV I, entraîne un blocage complet de l' influx de calcium stimulé par 
la PTH et la forskoline (fi gure 4.5.E-F). Le fait qu ' une pré-incubation avec du 
Tranilast ne renverse pas l'influx calcique engendré par la PTH et la forskoline nous a 
permis d ' exclure l' impli cation de TRPV2 (Fig ure 4.5.A-B). Un traitement avec le 
RN1734 n' est pas capab le d ' inhiber complètement l' influx de ca lci um observé su ite à 
une stimulation avec l' hormone et l' activateur de l' adény late cyc lase (figure 4.5.C-
D). Toutefois, la légère inhibition remarquée peut se traduire par une implication 
partielle des canaux TRPV4 dans l' entrée ca lcique stimulée par la PTH et la 
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forskoline. Cependant, il semble clair que le mécanisme principal passe par 
l' activation des canaux TRPVl. Une hypothèse envisageable, mais non vérifée, serait 
que la PTH active préférentiellement TRPV 1 lorsque les deux canaux sont exprimés 
dans les cellules. Notre étude est la première à rapporter la stimu lation de l' entrée 
calcique par la PTH dans les ostéoblastes via les canaux TRPV l. L'équipe de de 
Groot et al. , (2009) a effectué des travaux similaires sur les cellules rénales. Ils ont 
montré que la PTH induisait un influx calcique via la voie de signali sation associée à 
I'AMPc et l'activation des canaux TRPV5 . 
5.3 Rôle de la PKA dans l'activation des canaux TRPV 1 induit par la PTH 
Au vu de ces résultats nous avons documenté davantage le mécanisme de 
signalisation par lequel la PTH stimule l' influx calcique via TRPV 1. Il est connu que 
la voie majeure de transduction de la PTH est associée à l' activation de la PKA 
(Swarthout et al. , 2002). L ' utilisation de H-89, un inhibiteur de la PKA, nous a 
permis de bloquer l'influx induit par la PTH (figure 4.6.A) et la forskoline (figure 
4.6.8), confirmant ainsi que la stimu lation par la PTH active l' adény late cyclase, 
menant à la production d ' AMPc et à 1 ' activation de la PKA (Simonds, 1999). Cette 
activation a pour conséquence une entrée de calcium véhiculée par les canaux 
TRPVI , suggérant alors que cette kinase joue un rôle dans l' ouverture de ces canaux 
calciques. Cette conc lusion serait en accord avec les résultats de de Groot et al. , 
(2009) qui stipulent que l' activation de la PKA par la PTH entraîne la 
phosphorylation d ' une thréonine du canal TRPV5 , permettant son ouverture. Comme 
expliqué dans l' état des connaissances, tous les canaux TRPV possèdent des 
séquences consensus de phosphorylation pouvant mener à leur régulation (Yao et al. , 
2005). Les TRPVl pourraient être phosphorylés au niveau de la sérine502, de la 
serine 11 6 et de la thréonine370• Une phosphorylation d ' un de ces résidus peut aussi 
bien potentialiser la réponse à un act ivateur de TRPVI (i.e. chaleur, capsaicine), que 
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réduire la désensibilisation du cana l pour augmenter son efficacité dans le temps 
(Rathlee et al. , 2002 ; Lopshire et Nicol , 1998 ; Bhave et al., 2002 ; Mohapatra et 
Nau, 2005). Ainsi , on peut penser que la phosphorylation de la sérine502 suite à une 
stim ul ation par la PTH entraînerait l'ouverture des canaux TRPVl dans les 
ostéob lastes. Pour vérifier cette hypothèse et compléter cette étude, il faudra it tout 
d ' abord réaliser une immunoprécipitation de TRPV 1 suivie d ' une immunodétection 
des résidus sérinef,thréonine phosphorylés, puis confirmer le site de phosphorylation 
par spectrométrie de masse . 
Par ai lleurs, de plus en plu s d ' évidences montrent que l' activ ité de la PKA est 
modulée par des protéines d ' échafaudage «a-kinase anchor protein » (AKAP). En 
effet, il a été démontré que ces protéines s ' associent avec la PKA et assurent une 
proximité entre la PKA et ses protéines cib les (Co lledge et al., 2000 ; Fraser et Scott, 
1999) . Dans les cel lul es humaines, les protéines AKAP79 sont constituées de trois 
régions polybasiques non contigües qui leur donnent la capacité de se fixer aux 
phospholipides membranaires (De ll ' Acqua et al. , 1998). Ainsi , cette loca li sation 
ce llul aire suggère que ce complexe peut réguler le niveau de phosphorylation et donc 
l' activité de certai nes protéines transmembranaires telles que les canaux ioniques 
(Fraser et Scott, 1999). En effet, plusieurs équ ipes (Zhang et McNaughton, 2008 ; 
Schnizler et al. , 2008 ; Jeske et al., 2008) ont montré la format ion d ' un complexe 
entre AKAP79/150 et PKA. Cette liaison permettrait la sensibi lisation et l'activation 
du cana l au niveau neuronal. Par ai lleurs, les travaux de Fan et al. , 2009 ont montré 
que lorsque des ce llules HEK 193 sont transfectées avec AKAP79, une nette 
augmentat ion de la phosphorylation du canal TRPV4 (i.e. sérine824) est observée suite 
à la stimu lation avec la forsko line. 
Il semble c lair qu ' au niveau des neurones, la PKA phosphoryle et active les 
canaux TRPVI et ce via les protéines AKAP. Il serait tout à fait plausible que ce 
processus se produise éga lement dans les ostéoblastes humains. Pour ce faire , il serait 
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nécessaire de confi rmer le lien entre AKAP79 et PKA dans la phosphorylation de 
TRPVl avec une immune-préc ipitation suivie d ' un immuno-buvardage. Et enfin , il 
faudrait vérifier si la phosphory lation de TRPV l par PKA est dépendante 
d' AKAP79/ 150 en diminuant son expression grâce à une approche de silence génique 
par siRNA. 
5.4 Modulation de la migration des ostéoblastes par la PTH via l'activati on des 
canaux TRPV 1 
Les résultats précédents rapportent que la stimulati on par la PTH mène à un 
influx calcique véhiculé par les canaux TRPVl et cette stimulati on semble dépendre 
de la vo ie de signali sation assoc iée à la production d' AMPc et à l' activation de la 
PKA. La question qui se pose alors est: quel est l' impact de cet influx de calcium au 
niveau des fo nctions ostéoblastiques? 
Puisqu ' il a été proposé que les canaux cationiques mécano-sensiti fs pouvaient 
jouer un rô le important dans la régulati on intrace llulaire de calc ium et la migration 
des cellules (Lee et al. , 1999), nous avons traité les cellules U20 S avec la PTH ou la 
fo rskoline conj ointement avec les diffé rents inhibiteurs de canaux calciques (fi gure 
4.7). Le pourcentage de recouvrement a été évalué du rant 18 heures . Le traitement 
avec la PTH seule augmente de 25,6% (P>O,Ol ) la migration des cellules et cette 
stimulation est renversée (P>O,O 1) par la présence d ' un inhibiteur sé lectif de la 
famille des canaux TRPV, le RR. Pareillement, l' utili sation de l' inhibiteur de 
TRPVI , le SB366791, permet d' inhiber de 25,5% (P>0,05) la migration des 
ostéoblastes observée suite au traitement à la PTH seul e (fi gure 4.7.A). Ainsi, 
lorsqu 'on inhibe l'entrée de calcium dans les cellules ostéoblastiques, on ramène la 
migration cellulaire à un niveau basal comparable à la condi tion témoin . Ceci nous 
permet de conclure qu 'en stimulant les canaux TRPVl et l' entrée de ca lcium dans les 
ostéoblastes, la PTH augmente la migration ostéoblastique. Actuell ement, il n' ex iste 
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pas de travaux démontrant un lien entre les canaux TRPV1 et la migration 
ostéob last ique. Cependant, quelques études ont été menées sur des cel lules artérie lles 
pulmonaires (Martin et al., 2012), des hépatocytes (Waning et al., 2006) et des 
neurones (Goswami et al. , 2006). Bien qu ' une corrélat ion so it observée entre l' entrée 
de ca lcium via TRPV 1 dans ces différentes cellules et une modulation de la 
migration , le mécanisme impliqué est encore méconnu. Les travaux de Goswami et 
al. , (2006) indiquent qu ' en présence de ca lc ium la partie C-terminale de TRPVl peut 
interagir avec les microtubules, et ainsi les stab ili ser. La cellule peut alors s ' étend re 
dans cette région et initier sa migration. D' autre part, l' éq uipe de Martin et al. (2012) 
montre que dans les cellul es PASMC (Pu lmonary Artery Smooth Muscle Ce lls), 
l' activation de TRPV 1 est corrélée avec une augmentation d ' expression de la 
vimentine, une protéine fa isant partie de la fami lle des filaments intermédiaires qui 
constituent une partie du cytosq uelette des cellules. Ainsi , ces deux pistes seraient à 
exp lorer dans le cadre de notre étude sur les ce llules U20S. 
Il a éga lement été rapporté que l' entrée de ca lcium via TRPV1 mène à 
l' activation de facteurs de transcription tels que NFAT et CREB qui stimulent 
l' expression de gènes impliqués dans la migration des ce llules (Tran et al, 1999). Les 
hypothèses liant les canaux TRPV1 et la migration sont donc nombreuses et 
concernent plusieurs compartiments ce llula ires. Ainsi , nous pouvons penser que 
l' augmentation de calcium intracellu lai re provoquée par la PTH et TRPV 1 induit 
plusieurs cascades menant à la migration des ostéoblastes . Dans notre cas, il serait 
intéressant d ' évaluer l' expression de la vimentine et d ' autres gènes clés par PCR. Par 
exemple, les gènes codant pour l' actine, la myosine et l' intégrine ~4. 
Bien qu ' il existe une certaine dichotomie concernant le rôle de la PKA dans la 
migration cel lulaire, il est bien connu que la production d ' AMPc et l' activation de 
cette kinase jouent un rôle important dans la réorganisation du cytosque lette et donc 
dans la migration des ce llules (Howe, 2004). Étrangement, lorsque les ce llul es U20S 
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ont été traitées avec de la fo rsko line, aucun impact significat if n' a été observé sur la 
migration (figure 4.7.B). Étant donné que nous avons trava ill é avec de la PTH (1-34) 
qui , comme expl iqué précédemment, stimule la vo ie de signalisation associée à 
l' AMPc, nous pouvons exclure l' hypothèse de l' act ivation de la vo ie associée à la 
PLC. Bien que simpliste et non scientifiq ue, l' hypothèse la p lus plausible serait que le 
stock de fo rskoline utilisé était trop vieux et aurait été congelé-décongelé de trop 
nombreuses fois. li faudrait donc recommencer cette expérience avec un nouveau 
stock de fo rsko li ne afi n de confirmer ces résul tats . Un siRNA contre la kinase PKA 
serait également à considérer. Une autre hypothèse qui pourrait être suggérée est que 
la PTH stimulerait un infl ux de Ca en activant TRPV 1, permettant alors une 
augmentation de la migration des ostéoblastes et ce de manière indépendante à une 
élévation du taux d ' AMPc ce llula ire. Cette dern ière hypothèse est peu probable étant 
donné que la PTH utili sée est la PTH (1-34) donc un peptide « conçu » pour activer la 
vo ie de signalisation associée à 1 'AM Pc et la PKA (Takasu et al., 1999). 
5.5 Régulation de la pro li fé ration ostéoblastique par les canaux TRPV I et la PTH 
Comme expliqué auparavant, sui te à la résorption osseuse, les ostéoblastes 
migrent dans la lacune, proli fèrent et se différencient (Hadj idakis et Andoul ak is, 
2006). Ces trois fonct ions cellulaires sont considérées comme essentie lles à la 
format ion des os, d 'où l' intérêt de les étudier. De p lus, étant donné l' importance du 
calcium dans la modulation de ces fonctions (Macrez et M ironneau, 2004), nous 
avons initié des expériences préli minaires pour détermi ner un ind ice de pro li fération 
des ce llules U20S sui te à une stimulation des canaux TRPV I par la PTH. Comme le 
montre la figu re 4.8, l' activité mitochondriale des ce llules est augmentée 
significat ivement en présence de PTH (figure 4.8.A ; P>O,OO 1) ou de la fo rsko line 
(figu re 4.8.B ; P>O,OO 1 ). Celle-ci est généra lement re liée au nombre de cellules dans 
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les puits et par conséquent à leur v iabilité. Néanmoins, les cellules ont été 
ensemencées à fa ibl e densité et tra itées tro is j ours plus tard (i.e. temps nécessa ire à 
leur adhés ion et aux proté ines pour être ple inement fonctionnelles après l' ut ilisation 
de tryps ine), et les résul tats obtenus ont été comparés avec l'activité initia le. On peut 
donc dire que ce test représente un bon indicateur de la cro issance des ce llul es dans 
ce cas-ci. A insi nous pouvons conclure que la PT H permet la cro issance des cellules 
via une vo ie de signa li sation assoc iée à l' AM Pc (MacDonald et al., 1986). 
En présence de l' inhibiteur SB366791, une diminution s ignificative de la 
pro liférati on est observée par rapport aux traitements à la PTH (fi gure 4.8.A ; P>0,05) 
ou à la fo rsko line (figure 4.8.8 ; P>O,OI ). Cec i signifi e qu ' un blocage de l' influx 
ca lcique normalement engendré par ces deux tra itements ralentit la cro issance des 
ostéoblastes, confirmant a lors un rô le du ca lcium et des canaux TRPV 1 dans la 
régul ation de la di v ision ce llul aire. Une fo is de plus, aucune étude n' a encore été 
publiée sur l' implication des canaux T RPV1 dans la pro li fé ration des ostéoblastes. 
Toutefo is, Zhao et al., (201 4) ont tra ité des ce llules des vo ies aé riennes avec de la 
capsa ic ine, un activateur d irect de TRPV 1, et ont pu constater une augmentation de 
1 ' activ ité de la succ inate déshydrogénase, tout comme nous, corré lée à une 
augmentation du pourcentage de ce llules présent en phase S/G2M du cyc le ce llula ire. 
Le tout étant renversé par un inhibiteur de TRPV 1, la capsazepine. De plus, les 
trava ux de Takahashi et al., (2014) indiquent qu ' un traitement avec la capsa ic ine des 
ce llul es épithé lia les g ing iva les permet la stimulation de l'expression de gènes cibles 
te ls que le «fibroblast growth factor 17 » (FGF17), connu pour réguler la cro issance 
ce llul a ire. Ce fac teur est auss i exprimé au ni veau osseux (Xu et al. , ), on peut donc 
supposer qu 'après une stimulation par la PT H, l' augmentation de la concentration 
intrace llulaire de ca lcium induirait l' expression de gènes te ls que FGF17 favo ri sant 
a lors la pro lifération. A insi, bien que réa li sées sur des modèles di ffé rents, ces deux 
études sembl ent appuyer nos résultats pré limina ires. 
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Par ai lleurs, on remarque que même si la croissance cellulaire est ralentie en 
présence de l' inhibiteur des canaux TRPV 1, elle n ' est pas totalement inhibée (figure 
4.8.A-B ; P>0,05 en présence de la PTH- P>O,O 1 en présence de la forsko line). Ce 
résultat suggère que le blocage de TRPV 1 ne suffit pas à renverser complètement 
l' effet stimulateur de la PTH ou de la forskoline. Cette observation peut s' expliquer 
par le fait que l' effet anabo lique de la PTH sur la prolifération des ostéoblastes ne 
dépend exc lusivement de l' induction d ' un influx de calcium dans la cellule. En effet, 
des études ont déjà documenté que la PTH avait un impact bénéfique sur la 
prolifération des ostéoblastes (Pettway et al. , 2008) en activant la PKA qui peut 
phosphoryler des facteurs de transcription tels que « cAMP response e lement-binding 
protein » (CREB) responsables de la régulation de 1 ' expression de gènes clés 
impliqués dans la prolifération cellulaire . On fait ici référence aux gènes C-FOS ou 
C-JUN (Pearman et al., 1996 ; Clohisy et al. , 1992). Ainsi , nous supposons que 
l' augmentation « résiduelle » de la prolifération ostéoblastique est indépendante des 
canaux TRPVI et due à d ' autres cascades cel lula ires déclenchées par l' effet 
anabo lique de cette hormone. 
Il serait important de compléter cette étude en commençant par répéter 
l'expérience avec l' inhibiteur de la PKA, le H-89, afin de confirmer l' implication de 
cette kinase dans le mécanisme. Ensu ite, il faudrait analyser le cyc le ce llula ire des 
U20S par cytofluorométrie en flux (marquage à l' iodure de propidium) pour vo ir si 
on obtient bien une élévation du pourcentage de cellule en phase S/G2M lorsqu ' elles 
sont soumises à un traitement à la PTH ou à la forskoline et que cet effet est renversé 
en présence des différents inhibiteurs. 

CHAPITRE VI : CONCLUSION 
La perte de la masse osseuse associée à l' âge compromet bien souvent les 
fonctions de l' os. Ainsi ce projet visait à accroître les connaissances des mécanismes 
de signalisation reliés à l'effet ostéoanabolique de la PTH et à démontrer le rôle des 
canaux TRPV 1 dans la régulation des fonctions ostéoblastiques in vitro . En effet, 
malgré son utilisation pour traiter l' ostéoporose, les mécanismes cellulaires associés à 
l' effet anabolique de la PTH au niveau des ostéoblastes sont méconnus. Plus 
précisément, son impact impliquant le calcium doit encore être mieux compris. Nos 
travaux ont démontré que la PTH stimule un influx de calcium dans les cellules 
ostéoblastiques U20S, un processus qui dépend de la voie de signalisation associée à 
l' AMPc et à l' activation de la PKA. Par ailleurs, la prolifération des cellules U20S 
est augmentée par la PTH via la voie de l' AMPc et semble impliquer les canaux 
TRPVl. Pour finir, l' ouverture de ces canaux semble également réguler de manière 
positive la migration des ostéoblastes, bien que ce processus semble indépendant de 
la voie de signalisation associée à la production d ' AMPc et à l' activation de la PKA. 
Ces canaux pourraient alors constituer une nouvelle cible pour augmenter la 
formation et la régénération du tissu osseux de manière plus efficace, et ce en 
modulant l' amplitude et la durée de l' influx de calcium médié par TRPV 1 (ex: 
analogue de la PTH plus efficace) . 
D ' autres expériences sont nécessaires afin de documenter la voie de 
signalisation associée à l' effet anabolique de la PTH ainsi que son impact sur les 
canaux et les fonctions ostéoblastiques. Notamment, il serait important d ' effectuer 
des immunobuvardages afin d'estimer l' abondance des canaux TRPVl, TRPV2 et 
TRPV4 dans les ostéoblastes humains. De plus, il serait intéressant d ' étudier plus en 
profondeur l' activation des canaux TRPYl par la PTH en réalisant une 
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immunoprécipitation des TRPV l suiv ie d'une immunodétection des résidus 
sérine/thréonine phosphorylés. Par ail leurs, les études sur l'effet anabo lique de la 
PTH montrent principalement une augmentation de la différenciation des 
ostéoblastes, alors capables de reformer l' os et de le minéraliser (Cranney et al. , 
2006). Afin de compléter ce volet de recherche, un essai de différenciation par dosage 
de l'activité enzymatique ALP devrait être réalisé et confirmé par l' éva luation de 
l' express ion de marqueurs de différenciation tels que le col lagène de type f ou 
l' ostéocalcine. Par la suite, il serait nécessaire de reproduire ces résultats sur des 
cu ltures primaires d ' ostéob lastes humains pour voir si les résultats sont les mêmes 
que sur la lignée cellul aire. 11 faudrait éga lement valider ces données par l'utilisation 
de siRNA ou shRNA. Enfin, il faudrait déterminer l' influence de la PTH et des 
canaux TRPVl sur la formation osseuse in vivo, à l'aide d ' un é levage de souris de 
type sauvage et déficiente pour le gène TRPVJ . 
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